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ABSTRAKT 
 
Diplomová práce se zabývá testováním vhodné formy enkapsulovaných enzymů určených 
k hojení ran a regeneraci tkání pro aplikaci v kosmetologii a farmacii. 
Pro enkapsulaci byly vybrány proteolytické enzymy bromelain, papain a kolagenasa. 
Enzymy byly enkapsulovány do alginátových a chitosanových částic připravených pomocí 
enkapsulátoru a do liposomových částic. U obou metod přípravy částic byla sledována 
účinnost enkapsulace pomocí stanovení bílkovin. Stabilita připravených částic byla sledována 
v modelovém a reálném prostředí pomocí spektrofotometrického stanovení množství 
uvolněných bílkovin. U uvolněných enzymů byla spektrofotometricky stanovována jejich 
proteolytická aktivita.  
Alginátové a chitosanové částice připravené pomocí enkapsulátoru byly vyhodnoceny jako 
vhodná forma enkapsulace enzymů určených pro hojení ran. Tyto částice vykazovaly vysokou 
enkapsulační účinnost a dobrou stabilitu v modelovém prostředí. U liposomů byla 
enkapsulační účinnost nižší a liposomové částice byly také méně stabilní.  
Jako reálné prostředí pro stanovení stability částic byl zvolen hydrogel a emulze oleje 
a vody. Prostředí hydrogelu bylo vyhodnoceno jako velmi vhodné pro úchovu částic 
i pro proteolytickou aktivitu enkapsulovaných enzymů. V emulzi byly částice nestabilní 
a proteolytická aktivita enzymů prudce klesala. 
Enkapsulace umožňuje dlouhodobou stabilizaci biologicky aktivních látek a možnost jejich 
cíleného transportu a postupného uvolňování. V práci byly naznačeny možnosti využití 
enkapsulace pro výrobu účinnějších hojivých prostředků, které by umožnily vyšší efektivitu 
léčby a zkrácení doby rekonvalescence. 
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ABSTRACT 
 
Presented diploma thesis is focused on testing of an appropriate form of encapsulated 
enzymes intended for application in cosmetic and pharmaceutical industry.  
For encapsulation, proteolytic enzymes bromelain, papain and collagenase were used. 
These enzymes were encapsulated into alginate and chitosan microparticles prepared 
by an encapsulator and packed into liposomes. Encapsulation effectiveness was evaluated by 
analysis of total proteins. Particles stability was evaluated in model and real conditions 
by photometrical analysis of released proteins. Proteolytic activity of released enzymes 
in model and real conditions were observed too. 
Alginate and chitosan microparticles prepared by the encapsulator were found 
as an appropriate form of encapsulated enzymes designed to wound healing. Encapsulation 
effectiveness of these particles and stability in model conditions were good in comparison 
with liposomes. 
Hydrogel and water-oil emulsion were used for analysis of particles stability at real 
conditions. Hydrogel was found as a good option for preservation of particles as well 
as proteolytic enzyme activity. Emulsion made particles less stable and proteolytic activity 
of enzymes decreased rapidly. 
 Encapsulation enables long-term stabilization of biologically active compounds as well 
as possibility of targeted transport and controlled releasing. Presented diploma thesis suggests 
possibilities of application encapsulated enzymes in designing more effective formulations 
for wound healing. 
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1 ÚVOD  
V posledních desetiletích lidé pečují o své zdraví i vzhled více než kdykoliv předtím. 
Tento trend vede ke zvýšenému důrazu na rozvoj produktů určených k péči o tělo, především 
přípravků na přírodní bázi. Termíny jako „přírodní“, „organický“ či „netestováno 
na zvířatech“ se těší širokému zájmu spotřebitelů. Poptávka po takových produktech vytváří 
nové směry vývoje kosmetických přípravků. Esenciální složkou každého takového produktu 
je obsažená aktivní látka. S použitím nové generace aktivních látek přichází i problémy 
s udržením stability výrobku či komplikace při použití více účinných látek. Neméně důležitý 
je výběr vhodného kosmetického základu, a to především z hlediska jeho snášenlivosti 
spotřebitelem. Kosmetické přípravky musí být založeny na bázi látek, jež kromě ochrany 
a stabilizace aktivní složky zajišťují i snadnou aplikaci, příjemný pocit a kosmetickou 
snášenlivost. 
Rostoucí množství spotřebitelských požadavků vede technology k vývoji nových generací 
transportních systémů. Hlavním cílem těchto nových technologií je doručení aktivní složky 
přípravku na cílové místo v jedné či více kožních vrstvách nebo kompartmentech. Zároveň je 
nutné minimalizovat přestup do krevního oběhu a možné systémové působení.  Při vývoji 
takového kosmetického produktu je nutné zvažovat mnohá kritéria – koncentraci účinné látky, 
velikost plochy aplikace, senzorické a optické vlastnosti produktu, skladování, balení 
a stabilitu konečného výrobku. 
Tato diplomová práce je zaměřena na enkapsulaci proteolytických enzymů. Proteasy jsou 
aktivní látky široce používané v kosmetických, ale i farmaceutických přípravcích. Aplikují se 
za účelem udržení dobrého stavu pokožky, napomáhají přirozenému procesu její obnovy. Jsou 
rovněž součástí aplikačních forem pro hojení a regeneraci tkání při poranění. 
   Enkapsulace je definovaná jako zachycení jedné látky uvnitř druhé látky, přičemž vzniká 
částice tvořená jádrem s aktivní látkou a vnějším obalem. Enkapsulace je užitečným 
nástrojem imobilizace enzymů, navíc umožňuje kontrolované uvolňování obsažené aktivní 
látky. Při této technologii je bioaktivní složka obklopena bariérou, jež ji chrání 
před škodlivým působením okolního prostředí a zajišťuje její stabilitu i během zpracování 
a skladování konečného výrobku. Jedná se o šetrný, kontinuální a škálovatelný proces, který 
si získává stále více pozornosti technologů kosmetického, farmaceutického i potravinářského 
průmyslu. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST  
2.1 Enzymy 
Enzymy jsou látky bílkovinné povahy s biokatalytickou funkcí. Katalyzují chemické 
reakce s velkou specifitou a vysokou účinností. Tyto reakce, jež jsou základem metabolismu 
všech živých organismů, představují neocenitelnou inspiraci pro vytvoření efektivních 
a ekonomicky výhodných postupů v mnoha průmyslových aplikacích [1]. 
 
2.1.1 Přehled použití enzymů v kosmetice 
 
2.1.1.1 Enzymatický peeling 
Některé proteolytické enzymy jsou schopné hydrolyzovat peptidické vazby kolagenu 
a keratinu v rohové vrstvě kůže. Odstraňují odumřelé kožní buňky a napomáhají tak 
přirozenému procesu obnovy lidské pokožky. Ve srovnání s mechanickými (abraze pevnými 
částicemi) a chemickými (kyselina glykolová) peelingy jsou enzymové přípravky výrazně 
šetrnější. Nejrozšířenějšími enzymy v peelingových přípravcích jsou rostlinné proteasy papain 
(z papáje) a bromelain (z ananasu) [2]. 
 
2.1.1.2 Antioxidační kosmetika 
Kůže, největší orgán lidského těla, tvoří bariéru mezi organismem a okolním prostředím. 
Je vystavena účinkům slunečního záření, přírodních i člověkem vytvořených polutantů 
a především oxidačnímu působení kyslíku. Kožní buňky disponují množstvím přirozených 
obranných mechanismů, které zabraňují poškození oxidativním stresem. Významný podíl 
na vychytávání volných radikálů má systém superoxiddismutasa a peroxidasa. 
Superoxiddismutasa převádí nebezpečný superoxidový anion na peroxid vodíku, který je 
následně neutralizován peroxidasou [3]. 
S věkem tyto ochranné mechanismy těla slábnou. Použitím kosmetických prostředků 
obsahujících enzymy superoxiddismutasu a peroxidasu je možné přirozenou obranu těla 
posílit a zabránit tak oxidativnímu poškození pokožky a tedy jejímu stárnutí [3]. 
 
2.1.1.3 „Anti-wrinkle“ a „anti-ageing“  kosmetika  – kosmetika zabraňující stárnutí kůže 
Kolagen je jedním z nejdůležitějších komponent lidské kůže. Množství kolagenových 
vláken v dermis definuje stav a vzhled pleti. Za tvorbu a regeneraci kolagenových vláken jsou 
zodpovědné fibroblasty, buňky vazivové tkáně. S věkem aktivita dermálních fibroblastů klesá 
a obsah kolagenu se snižuje. Stárnutí pleti se projevuje ztrátou pevnosti a vznikem jemných 
linek a vrásek [4]. 
„Anti-wrinkle“ a „anti-ageing“ kosmetika obsahuje látky, které proces stárnutí pleti mohou 
zpomalit. Patří mezi ně např. alkalická fosfatasa. Tento enzym stimuluje buněčný 
metabolismus a proliferaci fibroblastů, čímž zabraňuje předčasnému úbytku kolagenu [5]. 
 
2.1.1.4 Přípravky proti celulitidě 
Celulitida vzniká zvětšováním objemu podkožních tukových buněk, které jsou vytlačovány 
proti povrchu kůže a stávají se tak dobře viditelnými.  Jedním z faktorů vzniku celulitidy je 
zadržování tělesné vody.  
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Přípravky působící proti vzniku celulitidy obsahují enzymatický komplex lipasy 
a hyaluronidasy. Účinek lipolytického enzymu se projevuje rychlejší hydrolýzou tuků 
uložených v adipocytech, buňkách tukové tkáně. Hyaluronidasa je schopná hydrolyzovat 
fibroblasty, které jsou zodpovědné za zadržování nadměrného množství vody. Zároveň 
zabraňuje polymeraci adipocytů [6]. 
 
2.1.1.5 Samoopalovací přípravky 
Kožní barvivo melanin hraje nezastupitelnou roli v ochraně organismu před škodlivými 
účinky UV záření. Melanin vzniká z aminokyseliny tyrosinu. Enzym, který tuto reakci 
katalyzuje, se nazývá tyrosinasa. Proces syntézy melaninu je přirozeně aktivován působením 
slunečních paprsků. Samoopalovací prostředky obsahující tyrosin a tyrosinasu stimulují 
tvorbu melaninu bez nutnosti slunečního záření [6, 7, 8]. 
 
2.1.1.6 Depilace 
Působením některým proteas lze zpomalit či úplně zastavit růst chloupků. Rostlinná 
proteasa papain má schopnost hydrolyzovat peptidové vazby keratinu. Enzym degraduje 
rostoucí chloupky a v případě přímého kontaktu s papilou dokáže inaktivovat celý vlasový 
folikul [9]. 
 
2.1.1.7 Barvení vlasů 
Permanentní barvení vlasů je založeno na oxidativní polymeraci malých aromatických 
prekurzorů barviva. Pro iniciaci polymerace je nutná přítomnost peroxidu vodíku. V běžných 
barvicích přípravcích dosahuje koncentrace peroxidu vodíku až 3 - 6 %. Pokud je takový 
přípravek aplikován opakovaně, může způsobit poškození vlasových vláken.  Šetrnější 
alternativu představuje náhrada peroxidu vodíku příslušnými enzymy. Oxidasy, peroxidasy 
a tyrosinasy mají schopnost nahradit peroxid vodíku v procesu barvení. Přípravky obsahující 
tyto enzymy však mají i množství nevýhod – lze je použít pouze při barvení na tmavší odstín, 
navíc vykazují nízkou stálost barvy a malou schopnost krytí šedin [2]. 
 
2.1.1.8 Péče o chrup 
Enzymy se stávají součástí zubních past, ústních vod či žvýkaček především za účelem 
odstranění patogenní mikroflory způsobující zubní plak a kazy. Některé zubní pasty obsahují 
amyloglukosidasu a glukosaoxidasu. Amyloglukosidasa štěpí škrob na glukosu 
a glukosaoxidasa utilizuje glukosu na glukonolakton a peroxid vodíku. Peroxid je dále 
peroxidasou ve slinách přeměněn na hypothiokyanát, což je velmi silné antibakteriální 
činidlo. Součástí takových výrobků někdy bývá i enzym lysozym. Lysozym hydrolyzuje 
buněčné stěny některých patogenních bakterií způsobujících plak a záněty dásní [2]. 
Enzymové preparáty mohou nacházet uplatnění rovněž v čištění umělého chrupu. Takové 
přípravky obsahují kombinace proteas a amylas za účelem hydrolýzy a odstranění zbytků jídla 
z protéz [2]. 
 
2.1.1.9 Péče o kontaktní čočky 
Proteolytické enzymy se používají i na čištění kontaktních čoček. Kontaktní čočky mohou 
absorbovat nejrůznější látky vyskytující se v slzách. Je nutné pravidelné čistění jejich 
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povrchu, jinak se mohou stávat neprůhlednými a nepohodlnými pro každodenní nošení. 
Mezi hlavní látky rozpuštěné v slzách patří proteiny (protilátky a lysozym), glykoproteiny 
s lubrikační funkcí a lipidy. Proteasy nebo kombinace proteas a lipas jsou velmi efektivní 
v odstraňování těchto usazenin [10]. 
 
2.1.2 Přehled použití enzymů ve farmacii  
Enzymy používané jako léčiva mají dvě hlavní vlastnosti, které je odlišují od ostatních 
typů léků. První charakteristikou je vysoce afinitní a specifická vazba se substrátem. Druhou 
vlastností je schopnost mnohonásobné přeměny substrátu v cílový produkt. Žádné jiné 
molekuly se podobnými vlastnostmi nevyznačují. To činí z enzymů vysoce ceněné složky 
velkého množství farmaceutických přípravků [11].  
Terapeutické enzymy jsou používány jako onkolytika, trombolytika a antimikrobiální 
činidla. Enzymatická terapie se užívá i při nízké nebo nulové produkci vlastních trávicích 
enzymů. V případě onemocnění způsobujícího deficit důležitých enzymů je možné pomocí 
speciálních přípravků tyto chybějící enzymy nahradit. Enzymy jsou rovněž nedílnou součástí 
mastí a vlhkého krytí používaného pro hojení ran [12]. 
V případě potřeby lze enzymy využít jako podpůrnou léčbu v kombinaci s jinými léčivy. 
V kombinaci mají jednotlivé složky synergický efekt, nebo lze pomocí enzymů snižovat 
negativní vedlejší účinky použitých léků [12]. 
 
2.1.2.1 Enzymatická léčba poškozené tkáně 
Proteolytické enzymy jsou díky svým jedinečným vlastnostem široce využívány v procesu 
hojení poškozených tkání. Vykazují se fibrinolytickou aktivitou (aktivují endogenní 
proteasy - plazmin) a mají schopnost odstraňovat nekrotickou tkáň (invazivní čištění ran, 
tzv. „débridement“). Enzymatické čištění ran je ve srovnání s mechanickým a chemickým 
mnohem šetrnější, nepoškozuje zdravou tkáň a netraumatizuje spodinu rány.  Gelové krytí 
obsahující proteolytické enzymy výrazně zkracuje dobu potřebnou k odloučení nekrózy 
od zdravé tkáně a zároveň snižuje riziko infekce [12]. 
Bromelain a kolagenasa jsou nejčastěji se vyskytující enzymy v prostředcích určených 
k hojení ran. Proteolytický enzym vibrilasa má schopnost hydrolýzy denaturovaných proteinů 
vyskytujících se v popáleninách [11].  
Chondroitinasa a hyaluronidasa se používají v procesu regenerace poškozené nervové 
tkáně. Oba enzymy jsou schopné hydrolyzovat naakumulovaný chondroitinsulfát, který 
zabraňuje růstu axonů [11].  
 
2.1.2.2 Enzymy pro podporu trávení 
Při poruchách trávicího ústrojí se enzymatické přípravky podávají jako suplementy 
deficitních trávicích enzymů. Pankreatické enzymové produkty obsahují směs trávicích 
enzymů amylas, lipas a proteas. Tyto přípravky se používají pro zlepšení trávení pacientů 
s nedostatkem vlastních trávicích enzymů [12].  
Při potížích s laktosovou intolerancí jsou podávány suplementy obsahující laktasu. 
S pomocí enzymů je rovněž možné léčit i choroby jiných ústrojí, pokud trávení ovlivňují. 
Podáním suplementů obsahujících některé peptidasy se snižuje závažnost imunitní reakce 
na protein gliadin při celiakii [12]. 
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2.1.2.3 Enzymy jako onkolytika 
Studie potvrzují, že některé enzymy mohou inhibovat vznik karcinomů. Enzym        
arginindeaminasa potlačuje vznik lidského melanomu a hepatocelulárních karcinomů. Jiný 
enzym, Oncaspar 1 (L-asparaginasa, var. pegaspargasa), napomáhá léčbě dětí 
s diagnostikovanou akutní lymfoblastickou leukémií [11].  
Důležitou charakteristikou procesu vzniku nádorové tkáně je proliferace. Bylo prokázáno, 
že odstraněním proteoglykanů s navázaným chondroitinsulfátem pomocí chondroitinasy AC 
a chondroitinasy B dochází k inhibici růstu tumoru a menšímu riziku rozšíření metastáz [11].   
 
2.1.2.4 Enzymová substituční terapie 
Principem enzymové substituční terapie je intravenózní dodání enzymů, jichž je 
v organismu kvůli genetické poruše nedostatek.  Tímto způsobem lze léčit lysozomální 
onemocnění se střádáním, typickým příkladem takového onemocnění jsou 
mukopolysacharidosy. Jedná se o poruchu aktivity lysozomálních enzymů nezbytných pro 
degradaci glykosaminoglykanů, která vede k hromadění metabolitů v buňkách a následným 
morfologickým i funkčním změnám tkání [12].  
 
2.1.2.5 Enzymy jako trombolytika 
Trombolytika jsou léky používané k rozpouštění krevních sraženin a obnovení 
průchodnosti cév. Enzymy obsažené v takových přípravcích jsou streptokinasa, urokinasa 
a nattokinasa (serinová proteasa) a fungují jako aktivátory plazminogenu. Proces rozpouštění 
sraženiny je zahájen proteolýzou plazminogenu na plazmin. Vzniklý plazmin iniciuje 
proteolytické štěpení fibrinu tvořícího krevní sraženinu [12]. 
 
2.1.2.6 Enzymy jako antimikrobiální činidla 
Lysozym, (1,4-β-N-acetylmuramidasa) se vyznačuje silnými antibakteriálními účinky. Má 
schopnost hydrolyzovat polysacharidové řetězce buněčné stěny bakterií. Používá se při léčbě 
některých infekčních onemocnění, může mít pozitivní vliv i při léčbě HIV [12].  
Podobné účinky mají i chitinasy. Chitin je součást buněčné stěny mnoha patogenních 
mikroorganismů a stává se proto dobrým cílem pro léky s antimikrobiální účinnou složkou 
[12]. 
 
2.1.3 Použité enzymy 
2.1.3.1 Bromelain a papain  
Bromelain i papain patří mezi rostlinné cysteinové proteasy. Tato skupina enzymů, jež dále 
zahrnuje např. ficin, chymopapain apod., je zapojena prakticky v každém aspektu rostlinné 
fyziologie. Rostlinné cysteinové proteasy hrají roli ve vývoji, stárnutí, programované buněčné 
smrti, ukládání i odbourávání zásobních proteinů při klíčení semen a v reakci na různé typy 
stresu pocházejícího ze životního prostředí [13]. 
Bromelain je prozatím jen částečně charakterizovaná komplexní směs několika thiol-
endopeptidas, glykoproteinů, sacharidů a dalších komponentů. Bromelain je získáván jako 
surový vodný extrakt ze stonků a nezralých plodů ananasu (Ananas comosus), který je 
následně centrifugován, ultrafiltrován a lyofilizován. Optimální pH pro aktivitu bromelainu 
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se nachází mezi 5,5 a 8,0. Spektrum substrátů je poměrně široké, od nízkomolekulárních 
dipeptidů až po vysokomolekulární substráty jako je fibrin, albumin, kasein apod. [14]. 
Papain je jednořetězcový globulární protein tvořený 212 aminokyselinami. Získává se 
z nezralých plodů papáje (Carica papaya). Celá rostlina je prostoupena kanálky s latexem, jež 
obsahují enzym. Po naříznutí pokožky rostliny je latex shromažďován a enzym se získá jeho 
vysušením. pH optimum pro aktivitu papainu je v rozmezí 3,0–9,0 a stejně tak široké je 
i spektrum jeho substrátů [15]. 
Oba tyto proteolytické enzymy se vyznačují širokým spektrem terapeutického využití – 
mají antiedematózní a protizánětlivé účinky, fungují jako trombolytika. Používají se 
v kosmetice i v procesu hojení ran při odstraňování odumřelé tkáně. Mají schopnost 
hydrolyzovat příčná vlákna kolagenu v odumřelých tkáních (tzv. „cross-link“ vazby). 
Kolagenová vlákna jsou tímto destabilizována a stávají se snadno odstranitelnými [13]. 
 
   
Obr. 1: Mladé plody Ananas comosus [14]  
 
2.1.3.2 Kolagenasa 
Kolagen je důležitou součástí prakticky všech tkání obratlovců.  Pokud je nutné tkáň 
rozrušit, např. při přípravě suspenze viabilních buněk pro metabolické studie nebo 
při odstraňování nekróz, je nutné přítomnost kolagenu zohlednit a použít účinné prostředky. 
Rozrušení tkáně je nejlépe dosaženo s použitím kolagenas, často za asistence dalších 
proteolytických enzymů [16]. 
Kolagenasy jsou enzymy schopné štěpit peptidické vazby v trojité šroubovici molekuly 
kolagenu. Průmyslově jsou kolagenasy produkovány za pomoci bakterie Clostridium 
histolyticum. Tato bakterie je schopna biosyntézy dvou typů kolagenas – typ I tvoří peptidický 
řetězec o 936 aminokyselinách, typ II je tvořen řetězcem z 1021 aminokyselin. Studie 
substrátové specifity kolagenas potvrzují, že zatímco typ I preferuje přírodní substráty, jako je 
intaktní kolagen, typ II štěpí primárně kratší syntetické substráty, např. FALGPA (N-(3-[2-
Furyl]acryloyl)-Leu-Gly-Pro-Ala; syntetický peptid napodobující primární strukturu 
kolagenu) [17, 18]. 
Kolagenasy se využívají v klinických studiích při izolaci adipocytů, hepatocytů, 
kardiomyocytů a dalších typů buněk z různých tkání. Jsou rovněž součástí prostředků 
pro enzymatický proces čištění ran, např. po popálení apod. [18]. 
  
  14 
2.1.3.3 Lysozym 
Lysozym je přírodní bakteriolytický enzym. Skládá se z jednoduchého polypeptidického 
řetězce tvořeného 129 aminokyselinami. Bohatým a snadno dostupným zdrojem lysozymu je 
vaječný bílek, z něhož se získává adsorpcí při chromatografii či ultrafiltrací [19]. 
Bakteriostatické a baktericidní účinky lysozymu jsou založeny na schopnosti katalyzovat 
hydrolýzu vazeb mezi N-acetylmuramovou kyselinou a N-acetylglukosaminem, tvořících 
buněčné stěny grampozitivních bakterií. Díky této vlastnosti se lysozym široce využívá 
v potravinářském i farmaceutickém průmyslu. V potravinářství enzym funguje jako 
konzervant, v medicíně se používá jako pomocná látka pro antibiotika a analgetika při léčbě 
bakteriálních a virových infekcí [20]. 
 
2.2 Imobilizace enzymů  
Imobilizace enzymů nachází široké uplatnění nejen v biotechnologických aplikacích, ale 
i na poli farmaceutickém, v potravinářském průmyslu, při ochraně životního prostředí a také 
pro výrobu biosenzorů.  
 
2.2.1 Techniky imobilizace enzymů  
2.2.1.1 Adsorpce 
Adsorpce je založena na působení slabých sil, na vzniku vazby se podílí Van der Waalsovy 
síly, iontové a hydrofobní interakce a vodíkové můstky. Tato základní metoda imobilizace je 
jednoduchá a levná, avšak velice citlivá na změny okolního prostředí. Vzhledem ke slabým 
interakcím mezi nosičem a biokatalyzátorem dochází změnami pH a teploty k masivnímu 
uvolňování navázané aktivní látky. Jako nosiče slouží organické i anorganické materiály, 
především karboxymethylcelulosa, škrob, silikagel a oxid hlinitý [21]. 
 
2.2.1.2 Afinitní vazba  
Imobilizace afinitní vazbou je někdy zahrnována mezi techniky adsorpce. Jedná se 
o vytvoření pevné afinitní vazby mezi biokatalyzátorem a nosičem vybaveným 
komplementárními afinitními ligandy. Díky existenci nespočtu druhů afinitních párů nabízí 
tato metoda rozsáhlé možnosti využití [21,22]. 
 
2.2.1.3 Vazba pomocí kovu 
Chelatace je vzhledem k relativně pevné vazbě nosiče a biokatalyzátoru a zároveň snadné 
regeneraci používána nejčastěji jako chromatografická metoda. Ionty přechodných kovů jsou 
vázány na povrch organického nosiče koordinační vazbou. Nosič však není schopný vázat 
všechna koordinační místa kovu a proto jsou některá volná pro vazbu s ligandy. Některé 
postranní řetězce aminokyselin (histidin, tryptofan, tyrosin, cystein, fenylalanin) mají 
schopnost substituovat slabě vázané ligandy kovových iontů a umožnit tak vazbu enzymu 
na kov. Pro chelataci lze využít velké množství přechodných kovů a výhoda metody tak 
spočívá v její široké použitelnosti [21]. 
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2.2.1.4 Iontová vazba 
Iontová vazba může vzniknout díky elektrostatické přitažlivosti biokatalyzátoru a nosiče. 
Vazba vzniká rychle a snadno, je však složité nalézt podmínky, při kterých biokatalyzátor 
zůstává jak pevně vázán, tak stále aktivní. Pro vazbu záporně nabitých skupin aminokyselin 
se jako nosiče využívají anexy, pro kladně nabité skupiny pak katexy [21]. 
 
2.2.1.5 Disulfidický můstek 
Zachycení přes disulfidický můstek bývá někdy zařazováno mezi imobilizace pomocí 
kovalentní vazby. Vzniklá vazba mezi thiolovou skupinou cysteinu a aktivovaným nosičem je 
velmi pevná, avšak už za poměrně mírných podmínek lze tuto vazbu rozštěpit, například 
použitím dithiotreitolu [21]. 
 
2.2.1.6 Kovalentní vazba 
Imobilizace použitím kovalentní vazby je jednou z nejrozšířenějších technik zachycení 
enzymu. Největší výhodou tohoto postupu je vysoká stabilita vazby mezi enzymem 
a nosičem. Biokatalyzátor je stabilnější, je lokalizován na povrchu nosiče a tudíž 
v neomezeném kontaktu se substrátem. Pro maximální účinnost je nutné, aby se aktivní 
centrum enzymu nepodílelo na vytvoření vazby s nosičem.  
Kovalentní vazba nejčastěji vzniká mezi nosičem a postranními řetězci lysinu 
(aminoskupina), cysteinu (thiolová skupina) a kyselinami asparagovou a glutamovou 
(karboxylová skupina). Jako matrice pak slouží agarosa, celulosa či polyvinylchlorid [21]. 
 
2.2.1.7 Entrapment 
Entrapment (zachycení) je ireverzibilní metodou imobilizace, kde jsou biokatalyzátory 
zachyceny uvnitř vhodné matrice. Nejdůležitějším faktorem determinujícím účinnost metody 
je výběr vhodné matrice, především z hlediska množství a velikosti jejích pórů. Je důležité 
zabezpečit inkorporaci dostatečného množství biokatalyzátoru do matrice. Nejčastěji 
využívanými polymery jsou alginát, karagenan, želatina a polyvinylalkohol [21]. 
 
2.2.1.8 Enkapsulace 
V procesu enkapsulace je biokatalyzátor obalen částečně propustnou membránou, 
nejčastěji ve formě kapsule. Membrána umožňuje vstup okolního prostředí do nitra kapsule – 
též částice, avšak zamezuje úniku aktivní látky do prostředí. Velikost pórů membrány je tedy 
hlavním determinujícím faktorem této metody. Membrána musí umožňovat přístup substrátu 
a nutrientů, ale zároveň biokatalyzátor ochránit před nepříznivými podmínkami vnějšího 
prostředí [21]. 
Pro enkapsulaci není nutná žádná chemická modifikace aktivní látky, což je největší 
výhodou této metody [21]. 
 
2.2.1.9 Cross-linking (příčné vazby; zesítění) 
Tvorba příčných vazeb (cross-linking; zesítění) je ireverzibilní technikou imobilizace, 
která nevyžaduje nosič. Metoda využívá síťovací činidlo, kterým je nejčastěji glutaraldehyd. 
Glutaraldehyd je levný a široce dostupný pro průmyslové využití, avšak pro zesítění 
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některých enzymů nevhodný; v takových případech se využívá jiných činidel, např. dextranu 
či diazoniových solí [21]. 
Existují dva způsoby zesítění, CLEA („Cross-Linking Enzyme Aggregates“) a CLEC 
(„Cross-Linking Enzyme Crystals“). Obě metody využívají glutaraldehyd, který reaguje 
s aminoskupinami na povrchu proteinů. Hlavní nevýhodou obou metod je možnost vzniku 
příliš velkých agregátů či krystalů enzymu. Nejnovější modifikace metod se pokoušejí 
o tvorbu agregátů vhodné velikosti při zachování aktivity enzymu [21,23]. 
 
 
 
Obr. 2: Techniky imobilizace enzymů [21]  
 
2.2.2 Nosiče pro imobilizaci enzymů 
Výběr vhodného nosiče pro imobilizaci biokatalyzátoru je stěžejním krokem celého 
procesu. Imobilizace nejrůznějších typů aktivních látek definuje specifické požadavky 
na nosič, avšak všechny nosiče musí splňovat některá základní kritéria. Materiál používaný 
pro zachycení enzymů musí být chemicky, fyzikálně i biologicky stabilní během celého 
procesu imobilizace. Rovněž musí vykazovat mechanickou pevnost, nesmí být toxický 
pro biokatalyzátor ani pro výsledný produkt. Konkrétní aplikace potom určují další 
požadavky – přítomnost vhodných funkčních skupin, porozitu, míru bobtnání, rozpustnost 
a biodegradabilitu. Velký vliv na volbu nosiče má i cena materiálu [21]. 
 
  
  17 
2.2.2.1 Alginát 
Alginát je ve vodě rozpustný lineární polysacharid tvořený zbytky kyseliny α-L-
guluronové a β-D-mannuronové. Komerční algináty jsou extrahovány z hnědých řas rodu 
Laminaria, Ascophylium a Macrocystis. Biosyntézy alginátu jsou schopné i některé rody 
bakterií, např. Azotobacter a Pseudomonas. Rostlinné a bakteriální algináty se liší 
v zastoupení a uspořádání zbytků jednotlivých kyselin [24].  
Alginát se vyznačuje vlastnostmi, které jej předurčují pro využití v mnoha průmyslových 
odvětvích. Pro svou nízkou cenu a prakticky nulovou toxicitu se v potravinářství používá jako 
zahušťovací a gelující činidlo a jako stabilizátor. Je biokompatibilní, biodegradovatelný 
a schopný tvorby hydrogelů při velmi mírných podmínkách a bez nutnosti použití toxického 
rozpouštědla. V biomedicíně se používají alginátové gely, které se při kontaktu se secernující 
ranou částečně rozpouštějí a vytváří vlhké prostředí, jež podporuje proces hojení. Alginátové 
gely jsou použitelné i pro inkorporaci (enkapsulace, entrapment) a následné kontrolované 
uvolňování některých terapeutických látek [24, 25].   
 
 
Obr. 3: Struktura alginátu tvořená střídajícími se zbytky kyseliny guluronové 
a mannuronové [24] 
 
2.2.2.2 Chitosan  
Chitosan (poly-D-glukosamin) je polymer polysacharidového typu, který se získává 
alkalickou deacetylací chitinu. Zatímco chitin je v přírodě široce rozšířený (skelety korýšů, 
křídla hmyzu), chitosan se v přírodě vyskytuje jen v malém množství u několika rodů hub, 
např. Aspergillus a Mucor [26].  
Chitosan se používá v potravinářském průmyslu jako potravní doplněk pro snížení hladiny 
cholesterolu a při redukci hmotnosti. Nejširší uplatnění však nachází ve farmaceutických 
aplikacích. Protože je netoxický, biokompatibilní, biodegradovatelný a má schopnost tvorby 
gelů, používá se jako systém pro transport a cílené uvolňování léčivých látek. Je vhodný jak 
pro enkapsulaci, tak pro odlévání tenkých filmů. Vlastnosti chitosanu jsou odvozeny od jeho 
molekulární hmotnosti a viskozity. Samotný chitosan navíc vykazuje i antimikrobiální 
aktivitu vůči některým druhům grampozitivních i gramnegativních bakterií [26]. 
 
Obr. 4: Struktura chitosanu [26] 
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2.2.2.3 Poly-3-hydroxybutyrát 
Poly-3-hydroxybutyrát PHB patří mezi polyhydroxyalkanaoáty (PHAs), bakteriální 
intracelulární polyestery. Více než 300 druhů bakterií je schopno biosyntézy PHB, 
pro produkci v průmyslovém měřítku se využívají bakterie rodu Cupriavidus 
a Azohydromonas [27]. 
Tento polyester obsahuje ve struktuře opakující se jednotky 3-hydroxybutyrátu spojené 
esterovou vazbou mezi karboxylovou a hydroxylovou skupinou dvou sousedních monomerů. 
Poly-3-hydroxybutyrát má vlastnosti podobné plastům, navíc je biodegradabilní 
a biokompatibilní, což jej činí použitelným pro výrobu spotřebitelských obalů. Rovněž nabízí 
možnost využití v biomedicíně, jako tkáňový nosič či jako transportní systém léčiv v podobě 
mikro- a nanočástic [27]. 
 
 
Obr. 5: Monomerní jednotka poly-3-hydroxybutyrátu 
 
2.3 Transportní systémy v topických přípravcích  
Rostoucí požadavky spotřebitelů a nástup nové generace aktivních sloučenin vedl 
k masivnímu rozvoji kosmetických přípravků využívajících speciální transportní systémy. 
Tyto produkty umožňují efektivnější transport účinné látky na cílové místo, přičemž si 
zachovávají přijatelné senzorické a optické vlastnosti. Nové technologie výroby kosmetických 
přípravků využívají vezikulární systémy, emulze a částicové systémy [28].  
 
2.3.1 Vezikulární systémy 
Vezikulární systémy umožňují stabilizaci a transport aktivních sloučenin na místo určení. 
Za nejslibnější jsou považovány liposomy, silikonové vezikuly a vícevrstevné transportní 
systémy [28]. 
 
2.3.1.1 Liposomy 
Liposomy se používají pro transport aktivních látek jak v kosmetice, tak ve farmacii. 
Výrazně zvyšují účinnost aktivních látek tím, že zlepšují jejich schopnost penetrace 
do hlubších vrstev pokožky, navíc jsou dobrými stabilizátory aktivních složek a mají 
zvlhčující účinky [28].  
Liposomy jsou umělé fosfolipidové membrány. Tyto duté váčky jsou složeny z jedné 
či více lipidových dvojvrstev obklopujících jádro, které tvoří vodná fáze. Molekuly, jež jsou 
schopné vytvořit takové dvojvrstvy, mají amfifilní charakter, v jejich struktuře se nachází 
hydrofilní i hydrofobní část. Ve vodném prostředí se lipofilní konce nasměrují dovnitř 
a hydrofilní konce ven, přičemž se vytvoří membrána, uvnitř které mohou být přenášeny 
i látky mající charakter lipidů. Nejvýznamnější chemikálií pro tvorbu liposomů je lecithin, 
chemicky fosfatidylcholin. Při přípravě liposomů se využívá i cholesterol, který je schopný 
se začlenit do fosfolipidové dvojvrstvy a stabilizovat tak membránu liposomů [29]. 
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   Díky své velikosti (15–5000 nm) a chemickému složení podobnému membráně lidské 
kožní buňky jsou liposomy schopné proniknout pokožkou hlouběji a umožnit tak uvolnění 
aktivní látky v biologicky významných vrstvách kůže [28].  
Modifikací lipidové dvojvrstvy je připravováno mnoho různých druhů liposomů. Fytosomy  
vznikají tvorbou komplexů s polární rostlinnými deriváty jako katechin či kvercetin, zvyšují 
stabilitu těchto antioxidantů a umožňují efektivnější vstřebávání pokožkou [30].    
Niosomy jsou vezikuly z neionogenních tenzidů, které několikanásobně zvyšují penetraci 
látek kůží a jsou využitelné jako jedny z nejvhodnějších nosičů pro transdermální terapeutické 
systémy [31]. 
Marinosomy jsou liposomy založené na mořském lipidovém extraktu obsahujícím vysoký 
poměr polynenasycených mastných kyselin jako EPA a DHA. Tyto mastné se kyseliny se 
běžně v epidermis nevyskytují, ale kožními enzymy jsou metabolizovány na látky 
s protizánětlivými účinky [31]. 
 Dalšími zástupci těchto transportních systémů jsou ultrasomy a fotosomy. Obě třídy 
vezikul nesou účinné látky, jež napravují poškození DNA způsobené UV zářením a jsou 
složkami opalovacích krémů [31].  
Mezi vezikulární systémy na bázi liposomů se řadí i tzv. AOCS („Assymetric Oxygen 
Carrier System“) liposomy vyvinuté pro přenos kyslíku do kůže a tzv. „yeast-based“ 
liposomy, které zefektivňují inkorporaci vitaminu C do kožních buněk [31].  
 
 
Obr. 6: Struktura liposomu [32] 
 
2.3.1.2 Vícevrstevné transportní systémy 
Vezikulární systémy MDS („Multi-walled Delivery Systems“) jsou tvořeny  5–7 
dvojvrstvami nefosfolipidových amfifilních molekul (kyselina olejová, deriváty 
polyglycerolu, aminokyseliny). Kosmetické přípravky obsahující MDS se vyznačují 
dlouhodobou stabilitou a umožňují optimální rychlost uvolňování aktivní látky do kůže. Tento 
druh transportních systémů nachází uplatnění především v přípravcích pro dlouhodobou 
hydrataci pokožky. MDS obsahující deriváty mastných kyselin a ceramidů váží velké 
množství vody a prokazatelně zjemňují zrohovatělé vrstvy pokožky [28].  
 
2.3.1.3  Silikonové vezikuly 
Látky na bázi silikonů jsou pro své jedinečné vlastnosti součástí kosmetických produktů 
už více než 20 let. Jsou netoxické, mají hydratační účinky a fungují jako bariéra proti ztrátě 
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vody. Nejrozšířenějším zástupcem v kosmetickém průmyslu je dimethicon (poly-
dimethylsiloxan) [28].  
Existuje několik typů transportních systémů využívajících silikony. V antiperspirantech 
a parfémech jsou obsaženy těkavé silikony, které po odpaření uvolní obsaženou aktivní látku. 
Přidávají se do opalovacích krémů za účelem zvýšení  SPF hodnoty výrobku („Sun Protection 
Factor“, sluneční ochranný faktor). Silikony se rovněž využívají jako obalový materiál 
pro enkapsulaci, v takovém případě slouží pro transport hydrofilních i lipofilních látek 
(vitaminy A, E, C, minerální oleje, barviva) [30].   
 
2.3.2 Emulzní transportní systémy 
Emulze jsou směsi vzájemně nemísitelných kapalin (např. voda a olej). V kosmetickém 
i farmaceutickém průmyslu nacházejí široké uplatnění [30]. 
 
2.3.2.1 Mikroemulze 
Mikroemulze jsou složeny z vody, oleje a povrchově aktivních látek (surfaktantů). 
Mnohonásobně zvyšují účinnost vstřebávání aktivních látek díky obsahu tzv. akcelerantů 
transdermální penetrace. Tyto látky jsou součástí olejové fáze emulze a patří mezi ně 
např. kyselina olejová [30]. 
Do emulzí lze inkorporovat celá řada hydrofilních i hydrofobních látek, např. karotenoidy, 
vitaminy či kyselina salicylová. Kvůli svému atraktivnímu vzhledu a snadnosti aplikace jsou 
základem množství kosmetických přípravků. Jsou součástí bělicích přípravků, hydratačních 
a opalovacích krémů, antiperspirantů, parfémů, přípravků péče o vlasy a mnoha dalších [30]. 
 
2.3.2.2 Nanoemulze 
Nanoemulze jsou tvořeny velmi jemnými disperzemi oleje ve vodě s jednotlivými kapkami 
o průměru menším než 100 nm. Ve srovnání s mikroemulzemi jsou velmi nestabilní. 
V kosmetickém průmyslu jsou vysoce ceněny pro své vynikající texturní vlastnosti a výrazné 
hydratační účinky [30].  
 
2.3.2.3  Složené emulze 
Složené emulze mohou být dvou různých typů – voda v oleji ve vodě (V/O/V), kde je 
vnitřní a vnější vodná fáze oddělena vrstvou oleje a emulze olej ve vodě v oleji (O/V/O), kde 
vodná fáze odděluje dvě vrstvy oleje.  V kosmetice je častější použití prvního typu složených 
emulzí.  Tento typ transportních systémů umožňuje kontrolované uvolňování obsažené 
aktivní složky, jeho nevýhodou je však nízká stabilita. Pro delší udržitelnost se používá řada 
emulzifikátorů, např. polysorbáty. Složených emulzí se využívá v přípravcích, od kterých se 
očekává dlouhodobá hydratace pokožky s postupným uvolňováním aktivní látky 
(např. parfémové složky) [28].  
 
2.3.2.4 Pickeringovy emulze 
Součástí emulzí typu Pickering nejsou povrchově aktivní látky, mezifázové rozhraní těchto 
emulzí je stabilizováno přítomností pevných částic anorganické povahy. Tyto částice 
o průměru menším než 200 nm jsou složeny z oxidů zinku a titanu a jsou pokryté vrstvou 
silikonů. Kosmetické přípravky založené na bázi Pickeringových emulzí mají vynikající 
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dermatologickou snášenlivost a na rozdíl od klasických emulzí jsou stabilní 
i v přítomnosti elektrolytů. Mohou tedy být součástí produktů s adstringentními 
a antimikrobiálními účinky [28].  
 
2.3.2.5 Tekuté krystaly 
Tekuté krystaly jsou přechodným stavem hmoty s vlastnostmi jak pevných látek, tak 
kapalin. Mají schopnosti toku i při zachování krystalické struktury [29].  
Tekuté krystaly mohou vznikat z některých lipidických látek ve vodném prostředí a jsou 
schopné vázat velké množství vody, tuku i aktivních složek (např. antioxidantů). V emulzích 
typu olej ve vodě jsou tekuté krystaly stabilní po velmi dlouhou dobu. Emulze obsahující 
tekuté krystaly vykazují výrazně pomalejší uvolňování aktivní složky. Voda vázaná v jejich 
lamelárních strukturách se odpařuje jen velmi pomalu, proto mají tyto transportní systémy 
dlouhodobou hydratační schopnost. Tekuté krystaly jsou nedráždivé a bývají součástí 
nejrůznějších typů kosmetických přípravků včetně „anti-ageing“ krémů, opalovacích 
přípravků apod. [29]. 
 
2.3.3 Částicové transportní systémy 
Mezi částicové transportní systémy patří mikročástice, porézní polymerové systémy, 
nanočástice a cyklodextrinové komplexy [28]. 
 
2.3.3.1 Mikročástice 
Mikročástice jsou pevné částice o průměru 1–1 000 μm a dělí se na dvě hlavní skupiny – 
mikrokapsule a mikrosféry. Mikrokapsule jsou kulovité částice tvořené vnějším obalem 
a jádrem obsahujícím aktivní složku. Mikrosféry jsou tvořeny pevným matrixem, ve kterém je 
aktivní látka předem rozpuštěna [28].  
 
   
Obr. 7: Struktura mikrosfér a mikrokapsulí [33]  
 
Oba typy mikročástic jsou používány za účelem zvýšení kompatibility substancí, mají 
schopnost redukovat případný zápach aktivních sloučenin a chrání je před oxidací [30]. 
Příkladem aplikace mikročástic jsou přípravky na čištění pleti s enkapsulovanými 
minerálními oleji [28]. 
 
2.3.3.2 Porézní polymerové systémy 
Tento typ transportních systémů využívá technologii entrapmentu, avšak s porézní 
strukturou matrixu. Taková struktura umožňuje kontrolované uvolňování aktivní látky 
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v závislosti na tření, tělesné teplotě či dalších faktorech. Tato třída transportních systémů je 
součástí např. přípravků na opalování [28]. 
 
  
Obr. 8: Struktura porézních polymerových systémů [34]  
 
2.3.3.3 Nanočástice 
Mezi nanočástice se zařazují nanokapsule, nanosféry a tuhé lipidové částice. Jedná se 
o koloidní systémy s průměrem částic od 1 do 100 nm. Zatímco nanosféry jsou tvořeny 
jednolitým pevným matrixem, nanočástice se skládají z vnějšího obalu a jádra. Aktivní látka 
může být do nanočástice inkorporována několika způsoby. V případě nanosfér bývá aktivní 
látka přímo rozpuštěna v matrixu či adsorbována na jejich povrchu. U nanokapslí se aktivní 
látka nachází přímo v jádře částic nebo zachycena na jejich povrchu. Nanokapsle i nanosféry 
se připravují z různých typů materiálů podle očekávané aplikace, nejrozšířenějším polymerem 
je polyvinylalkohol. Takový typ částic bývá součástí UV filtrů [28].  
Speciálním typem nanočástic jsou tuhé lipidové částice SLN („Solid Lipid 
Nanoparticles“). Jedná se o sférické částice s průměrem od 10 do 1000 nm. I přesto, že svou 
velikostí zasahují do submikronových rozměrů, jsou SLN klasifikovány jako nanočástice. 
Každá částice se skládá z hydrofobního jádra tvořeného triglyceridy a mastnými kyselinami 
(př. palmitová, behenová) obklopeného vrstvou fosfolipidů.  Kromě schopnosti ochránit 
nestabilní látky před chemickou degradaci (př. retinol), tvoří SLN i samostatnou bariéru proti 
UV záření. V kombinaci s molekulárními UV filtry výrazně zvyšují ochranný faktor 
opalovacích přípravků [35]. 
 
2.3.3.4 Cyklodextriny 
Cyklodextrinové komplexy jsou kruhy tvořené šesti, sedmi nebo osmi oligosacharidovými 
jednotkami. Čím je kruh větší, tím větší aktivní látka může být inkorporována do jeho dutiny. 
Cyklodextriny mají schopnost zabránit oxidaci a degradaci aktivní látky působením tepla 
či světla a pomáhají maskovat případný zápach aktivních složek [30]. 
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Obr. 9: Typická struktura cyklodextrinu [36] 
 
2.4 Zevní dermatologická terapie a kosmetika 
2.4.1 Stavba kůže  
Kůže je největším orgánem lidského těla, tvoří asi 16 % tělesné hmotnosti a její plocha 
dosahuje 1,6–1,8 m2. V lidském organismu zastává řadu funkcí, nejdůležitější je tvorba 
bariéry mezi vnitřním a vnějším prostředím. Kůže limituje prostup vody a elektrolytů, 
zároveň tvoří ochranu proti mikroorganismům, UV záření a působení toxických látek [37]. 
Kůže je dynamickým orgánem, buňky horních vrstev jsou neustále nahrazovány novými 
tvořenými v hlubších vrstvách [37]. 
Kůže je tvořena několika vrstvami, které se od sebe liší strukturou i funkcí. Epidermis, 
vrchní vrstva kůže tvoří fyzikální bariéru mezi tělem a okolím. Pod ní se nachází dermis, 
která tvoří strukturu kůže a nejhlouběji je uložena hypodermis, důležitá zásobárna tuků [37]. 
Epidermis je tvořena především keratinocyty, buňkami produkujícími protein keratin. 
Jednotlivé keratinocyty jsou mezi sebou propojeny pomocí proteinových můstků desmosomů 
a jsou v konstantním pohybu směrem k povrchu kůže. Tloušťka této vrstvy se pohybuje 
mezi 0,05 mm na očních víčkách a 1,5 mm na chodidlech a dlaních. Epidermis se dále dělí 
na dvě odlišné vrstvy – viabilní část tvořenou živými buňkami a zrohovatělou vrstvu stratum 
corneum, tvořenou odumřelými buňkami [37]. 
Dermis, pevná a pružná vazivová vrstva kůže, nabývá tloušťky od 0,6 do 3 mm. Je tvořena 
fibroblasty, buňkami produkujícími kolagen, elastin a strukturální proteoglykany. Kolagenová 
vlákna tvoří 70 % objemu dermis a jsou zodpovědná za její pevnost a tuhost. Elastin 
propůjčuje dermis pružnost a proteoglykany zvyšují viskozitu.   Součástí prostřední vrstvy 
kůže jsou i nervová tělíska, mazové žlázy a sídlí zde rovněž vlasové folikuly [37]. 
Hypodermis neboli podkožní vazivo, je nejhlubší vrstva kůže. Tato vrstva je tvořena 
adipocyty a slouží jako zásobárna tuků a vitaminů rozpustných v tucích [37].  
 
2.4.2 Penetrace látek kůží  
Perkutánní (transdermální) absorbce je obecný pojem popisující proces pronikání látek 
skrz kůži. Celý proces se rozdělen na tři kroky – penetraci (vstup látky do konkrétní vrstvy 
pokožky), permeaci (přestup látky mezi vrstvami kůže) a resorpci (vstup látky do cévního 
systému těla) [37].   
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Dermis je hydrofilní vrstva protkaná krevními cévami. Jakákoliv látka, která se dostane 
do této vrstvy, může být absorbována do krevního oběhu. Hydrofilní charakter má také 
viabilní část epidermis, obsahuje asi 70 % vody. Naproti tomu stratum corneum, zrohovatělá 
vrstva kůže, obsahuje asi jen 13 % vody a její charakter je hydrofobní. Právě tato vrstva 
determinuje bariérové vlastnosti kůže, reguluje výměnu vody a chemikálií mezi organismem 
a okolím [37,38].   
Absorpce hydrofilních látek pokožkou je velmi složitá, vzhledem k hydrofobnímu 
charakteru rohové vrstvy. Naproti tomu transport lipofilních látek probíhá jednoduše, dojde 
k jejich rozpuštění v intercelulárních lipidech obklopujících odumřelé buňky (korneocyty). 
K absorpci hydrofilních látek proto může docházet jen přes vlasové folikuly anebo 
intracelulární cestou přes buňky rohové vrstvy. I tato cesta však vyžaduje přestup 
transportovaných látek lipidickým prostředím mezi jednotlivými korneocyty, což snižuje 
účinnost absorpce [37,38]. 
Obecně probíhá absorpce látek kůží mechanismem pasivní difuze. Množství 
transportované látky závisí na mnoha faktorech, kromě rozpustnosti ve vodě je to charakter 
nosiče, koncentrace transportované látky v nosiči, fyziologický stav kůže a velikost povrchu 
pokožky, kde může být látka absorbována. Léčivé a kosmetické přípravky určené na zevní 
použití jsou proto konstruovány s ohledem na všechny tyto faktory [37,38]. 
 
 
Obr. 10: Schématické znázornění intra- a intercelulárního prostupu rohovou vrstvou 
kůže [36] 
 
2.4.3 Složení topických přípravků  
Kosmetické i farmaceutické topické přípravky jsou obecně složeny z účinné látky, základu 
(vehikula) a pomocných látek. Účinné látky obsažené v topických přípravcích jsou přesně 
definované látky se specifickým účinkem na kožní struktury. Pomocné látky slouží k úpravě 
vlastností topických přípravků, např. jejich vzhledu, roztíratelnosti, vstřebatelnosti, 
mikrobiologické čistoty a stability. Významný podíl na účinnosti topického přípravku nese 
jeho základ (vehikulum). Kromě své základní funkce, jíž je transport a uvolňování aktivní 
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látky, může základ sám o sobě ovlivňovat fyziologickou kvalitu kůže.  Podle chemického 
charakteru vehikula mohou mít topické přípravky ochranné, hydratační či změkčující účinky 
na pokožku. Charakter vehikula použitého při vývoji topického přípravku ovlivňuje i účinnost 
transportu aktivní látky. Hydratace rohové vrstvy zpřístupňuje intra- a intercelulární kanály 
a usnadňuje permeaci aktivních látek [38,39]. 
Typ základu je nutné zvolit podle charakteru účinné látky, její rozpustnosti a stability 
v prostředí vehikula [39]. 
Nejužívanějšími topickými přípravky jsou masti, krémy a gely. Menšího uplatnění 
nacházejí spreje a pudry [38].  
 Mast je definovaná jako látka polotuhé konzistence určená pro externí aplikaci 
na pokožku či sliznici. V praxi se tento termín používá pro čiré, průhledné výrobky, zatímco 
neprůhledné přípravky se smetanovým zbarvením jsou označovány jako krémy [38]. 
Vehikula masťové povahy se podle mísitelnosti s vodou dělí na hydrofilní (s vodou se mísí 
v omezeném množství) a hydrofobní (s vodou se nemísí vůbec). Tradiční masťové základy 
jsou olejové povahy a nejsou mísitelné s vodou. Typickými představiteli jsou některé 
uhlovodíky (vazelína), vosky (lanolin) a rostlinné oleje. Naproti tomu některé alkoholy 
(polyethylenglykol, stearylalkohol) umožňují inkluzi malého množství vody a jsou proto 
základem hydrofilních mastí. Masti mají výrazné změkčující účinky a po aplikaci na pokožku 
vytvoří fyzikální bariéru, která zabraňuje ztrátě vody [39]. 
Krémy jsou emulzní směsi látek olejové povahy s vodou. Dostupné jsou jak emulze 
tzv. mastného typu (voda v oleji), tak emulze nemastné (olej ve vodě). Pro jejich přípravu se 
využívá některých látek, jež jsou zároveň základy mastí (lanolin, rostlinné oleje). U emulzí se 
mohou oddělovat jednotlivé fáze, ty se však protřepáním snadno zhomogenizují. Krémy mají 
stejně jako masti výborné změkčující účinky. Emulze mastného typu jsou navíc schopné 
na pokožce vytvářet hydrofobní film, jenž do určité míry brání odpařování a ztrátě vody 
[38,39]. 
Gely (hydrogely) jsou relativně novou třídou dávkovacích substancí. Jsou tvořeny sítí 
koloidních pevných částic, jež v sobě zadržuje obrovská množství vody. Gely mohou být 
tvořeny látkami anorganické povahy (hlinité soli) nebo přírodními a syntetickými polymery. 
Většina gelů je připravována z organických polymerů, nejčastěji karbomerů a derivátů 
celulosy. Velký obsah vody v gelech zajišťuje úplné rozpuštění aktivní látky a její snadnou 
migraci celým objemem nosiče [38].  
 
2.4.3.1 Legislativa 
Z nařízení Evropského parlamentu a Rady (ES) č. 1223/2009 ze dne 30. listopadu 2009, 
o kosmetických přípravcích se „kosmetickým přípravkem“ rozumí jakákoli látka nebo směs 
určená pro styk s vnějšími částmi lidského těla (pokožkou, vlasovým systémem, nehty, rty, 
vnějšími pohlavními orgány) nebo se zuby a sliznicemi ústní dutiny, výhradně nebo převážně 
za účelem jejich čištění, parfemace, změny jejich vzhledu, jejich ochrany, jejich udržování 
v dobrém stavu nebo úpravy tělesných pachů [40]. 
Kosmetický přípravek tedy nesmí ovlivňovat fyziologické funkce organismu, mít léčebné 
nebo preventivní vlastnosti před onemocněním. V takovém případě by se jednalo o léčivý 
přípravek: léčivým přípravkem se rozumí látka nebo kombinace látek prezentovaná s tím, že 
má léčebné nebo preventivní vlastnosti v případě onemocnění nebo látka nebo kombinace 
látek, kterou lze použít u lidí nebo podat lidem, a to za účelem obnovy, úpravy či ovlivnění 
fyziologických funkcí prostřednictvím farmakologického, imunologického nebo 
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metabolického účinku, nebo za účelem stanovení lékařské diagnózy (zákon č. 378/2007 Sb., 
o léčivech a o změnách některých souvisejících zákonů (zákon o léčivech)) [41]. 
Výrobek nesmí být zároveň kosmetickým přípravkem i léčivem. U hraničních případů 
rozhoduje o charakteru přípravku Státní ústav pro kontrolu léčiv [42]. 
Přílohou nařízení (ES) č. 1223/2009 je i seznam látek zakázaných v kosmetických 
přípravcích a seznam látek, které mohou být obsaženy v kosmetických přípravcích jen při 
dodržení stanovených omezení. Jediným enzymem, který podle této legislativy nemůže být 
součástí kosmetického prostředku, je katalasa [40]. 
 
Tab. 1: Struktura a charakteristika dermatologických léčiv, přípravků kosmetiky 
lékařské a laické [43] 
Dermatologie Kosmetologie Kosmetika laická 
Zevní léčiva 
Dermatologická externa 
Kosmetika lékařská  
Přesně definovaná schválená 
účinná látka s vymezením 
léčebné indikace. Celkové 
účinky možné.  
Účinná látka i aplikační forma 
ordinovaná lékařem. Současná 
snaha o splnění základních 
kosmetologických kritérií – 
parfemace, barevnost, 
nelepivost, omyvatelnost. 
Účinná látka i aplikační forma 
je přesně definovaná.  
 
 
Přípravky cíleně ovlivňují 
úpravu postižené kůže. 
Kosmetické přípravky nesmí 
zásadně ovlivňovat 
imunologické ani jiné orgánové 
systémy. 
Účinné látky obecnější povahy. 
 
 
Široká možnost použití. 
Systémové působení nulové. 
Povinnost deklarace účinných 
látek – včetně možných 
nežádoucích účinků. 
 
2.5 Metody přípravy a charakterizace částic 
2.5.1 Příprava částic pomocí enkapsulátoru 
Enkapsulátor B-395 Pro je poloautomatický přístroj sloužící k polymernímu zapouzdření 
chemických látek, biologických molekul, drog, vůní a aromat, pigmentů, extraktů, buněk 
a mikroorganismů za sterilních i nesterilních podmínek. Tvorba kapsulí je založena na faktu, 
že pokud regulovaný laminární kapalný proud vibruje s optimální frekvencí, rozbije se 
na kapky stejné velikosti [44].  
Hlavními součástmi Enkapsulátoru B-395 Pro jsou regulační jednotka se stříkačkovým 
čerpadlem, elektrický a pneumatický systém a reakční nádoba. Všechny součásti přístroje, 
které jsou v kontaktu s kapsulemi, je možné sterilizovat autoklávováním [44]. 
Zapouzdřovaný produkt (buňky, mikroorganismy nebo jiné biologické látky a chemikálie) 
se smíchá se zapouzdřovacím polymerem a směs se dá do stříkačky nebo do tlakové láhve. 
Směs produktu a polymeru je buď stříkačkovým čerpadlem nebo tlakovým vzduchem tlačena 
do pulzační komory. Kapalina pak prochází přes přesně provrtanou trysku a na výstupu 
z trysky se rozděluje do jednotlivých kapiček stejné velikosti. Tyto kapky procházejí 
elektrickým polem mezi tryskou a elektrodou, kde získají povrchový náboj. Elektrostatické 
odpudivé síly způsobí rozptýlení perliček dopadajících do vytvrzovacího roztoku [44].  
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Obr. 11: Schématické znázornění tvorby kapsulí pomocí enkapsulátoru [45]  
 
Velikost perličky reguluje několik parametrů včetně frekvence vibrací, amplitudy, velikosti 
trysky, rychlosti průtoku a fyzikálních vlastností směsi produktu s polymerem. Obecně platí, 
že průměr perličky je dvojnásobkem průměru trysky. Ale změnou rychlosti toku a frekvence 
vibrací může být rozsah změněn přibližně o ± 15% [44]. 
Optimální parametry tvorby perliček se indikují vizualizací tvorby perliček v reálném čase 
ve světle stroboskopické lampy. Při dosažení optimálních parametrů je jasně vidět stálý 
řetízek kapiček. V závislosti na několika proměnných vzniká 50 až 5000 perliček za sekundu 
a ty jsou jímány ve vytvrzovacím roztoku v reakční nádobě. Roztoky v reakční nádobě jsou 
kontinuálně míchány magnetickým míchadlem, aby se předešlo shlukování perliček. Reakční 
nádoba a/nebo roztok musí být kromě toho elektricky uzemněny. Po ukončení produkčního 
chodu se vytvořené kapsule oddělí od vytvrzovacího roztoku [44]. 
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2.5.2 Stanovení velikosti částic pomocí dynamického rozptylu světla 
Přístroj ZetaSizer Nano využívá ke zjištění velikosti částic tzv. dynamického rozptylu 
světla. V procesu měření je zjišťován Brownův pohyb, který je následně uváděn do vztahu 
s velikostí částic. Podstatou měření je osvětlení částic laserovým paprskem a analýza 
fluktuace intenzity rozptýleného světla [46]. 
Částice suspendované v kapalině jsou v konstantním pohybu. Vysvětlením Brownova 
pohybu jsou neustálé a náhodné srážky molekul roztoku vlivem tepelného pohybu. Důležitou 
vlastností Brownova pohybu pro měření pomocí dynamického rozptylu světla je fakt, že malé 
částice se pohybují mnohem rychleji než částice větší. Protože částice v roztoku jsou 
v konstantním pohybu, intenzita rozptýleného světla rovněž neustále fluktuuje. Přístroj 
ZetaSizer Nano měří míru intenzity fluktuace, kterou následně převádí na hodnotu velikosti 
částic. Vztah mezi rychlostí Brownova pohybu a velikostí částic je definován Stokes-
Einsteinovou rovnicí [46].  
  
 
Obr. 12: Schématické znázornění rozptylu světla a jeho detekce [46] 
 
2.5.3 Stanovení stability částic pomocí zeta potenciálu  
Zeta potenciál udává potenciální hodnotu stability koloidního systému. Okolo každé 
koloidní částice se vytváří tzv. elektrická dvojvrstva. Náboj na povrchu částic ovlivňuje 
distribuci iontů v okolním roztoku – v okolí částice dojde ke zvýšení koncentrace iontů 
s opačným nábojem, než má povrch částice [46].  
Vrstva kapaliny obklopující částici existuje ve dvou samostatných částech – k povrchu 
těsně přiléhající vrstva iontů pohybující se s částicí je nazývána Sternova vrstva. Vnější, 
difuzní vrstva, je k částici poutána mnohem slaběji. Uvnitř difuzní vrstvy se nachází 
pomyslná hranice, uvnitř které tvoří částice a ionty stabilní jednotku. Tato hranice je 
nazývána povrch hydrodynamického smyku, nebo rovina skluzu. Pokud se částice pohybuje, 
například vlivem gravitace, ionty existující uvnitř této jednotky se pohybují spolu s koloidní 
částicí. Zmíněná hranice je pohybovým rozhraním vykazujícím elektrokinetický potenciál 
(zeta potenciál) [46]. 
Jestliže všechny částice v suspenzi mají velký negativní nebo pozitivní zeta potenciál, 
budou se silně odpuzovat a nebude docházet k flokulaci. Pokud mají všechny částice nízké 
hodnoty zeta potenciálu, nebudou existovat síly, jimiž by se částice odpuzovaly, a dojde 
k flokulaci. Rozhraním mezi stabilním a nestabilním systémem je interval nad +30 mV 
a pod -30 mV. Částice s větším potenciálem než je +30 mV nebo naopak s nižším 
potenciálem než -30 mV jsou za normálních podmínek stabilní [46]. 
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Přístroj ZetaSizer Nano zjišťuje zeta potenciál systému stanovením elektroforetické 
pohyblivosti iontů následným aplikováním Henryho rovnice [46]. 
 
 
Obr. 13: Schéma elektrické dvojvrstvy [46] 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem diplomové práce bylo testování vhodné formy enkapsulovaných enzymů 
pro aplikaci v kosmetologii, případně farmacii, zejména k hojení ran a regeneraci tkání.  
V rámci práce byly řešeny následující dílčí úkoly: 
– rešerše zaměřená na aplikaci mikro- a nanočástic v kosmetice a přehled enzymů 
používaných v kosmetice a farmacii a jejich účinků 
– příprava vhodných typů částic s aktivní složkou obsahující enzymy, sledování 
enkapsulační účinnosti 
– stanovení stability částic a zachování aktivity enzymů v modelových a reálných 
podmínkách 
– příprava pevných nosičů obsahujících enzymy 
– vyhodnocení a diskuze zjištěných výsledků 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Použité chemikálie, přístroje a pomůcky 
4.1.1 Chemikálie standardní a speciální  
Albumin (Sigma-Aldrich, SRN) 
Azoalbumin (Sigma-Aldrich, SRN) 
Bromelain ze stonku Ananas comosus (Sigma-Aldrich, SRN) 
Papain z Papaya carica (Serva, SRN) 
Kolagenasa z Clostridium histolyticum (Serva, SRN) 
Lysozym z vaječného bílku (Serva, SRN) 
Kolagen (Sigma-Aldrich, SRN) 
Chitosan (Sigma-Aldrich, SRN) 
Alginát sodný (Sigma-Aldrich, SRN) 
Karboxymethylcelulóza, sodná sůl (Sigma-Aldrich, SRN) 
Cholesterol (Sigma-Aldrich, SRN) 
Lecithin ze sójových bobů (Serva, SRN) 
Poly-3-hydroxybutyrát (Fakulta chemická, VUT v Brně) 
Agar Powder (Serva, SRN) 
Folin-Ciocalteauvo činidlo (Penta, ČR) 
Tripolyfosfát sodný, Sigma-Aldrich (SRN) 
Chlorid vápenatý p.a., Lachema (ČR 
Kyselina trichloroctová, Serva (SRN) 
Pepton, Himedia (India)  
Hovězí extrakt, Difco laboratories (USA)  
 
Ostatní použité chemikálie byly čistoty p.a. a byly získány od běžných dodavatelů. 
 
4.1.2 Přístroje, pomůcky 
Enkapsulátor B-395 Pro BUCHI (SWI) 
Analytické váhy Boeco (SRN) 
UV/VIS spektrofotometr Thermo Spectronic Helios δ (VB) 
UV/VIS spektrofotometr IMPLEN (SRN) 
Ultrazvuk PS02000 Ultrasonic Compact Cleaner 1,25L Powersonic (SVK) 
Ultrazvukový homogenizátor/dispergátor SONOPULS Bandelin (SRN) 
Inkubátor MEMMERT (SRN) 
Inkubátor Raven 2 LTE Scientific (VB) 
Optický mikroskop Intraco Micro LM 666 (ČR) 
Mikrobiologický bezpečnostní box Aura Mini Fischer Biotec (AUS) 
Vortex Heidolph Reax Top (SRN) 
Mikrocentrifuga Hettich Zentrifugen Mikro 200 (SRN) 
Centrifuga BOECO U-32-R (SRN) 
Magnetická míchačka LAVAT (ČR) 
Vodní lázeň Labo PLAY (POL) 
Vodní lázeň Julabo TW 2 (SRN) 
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4.2 Příprava částic 
Byly vyrobeny dvě sady částic – první sada obsahovala alginátové, chitosanové 
a liposomové částice s jádrem tvořeným pouze proteolytickým enzymem. Druhou sadu tvořily 
alginátové, chitosanové a liposomové částice, jež v jádře obsahovaly proteasu i lysozym. 
 
4.2.1 Příprava částic s proteolytickými enzymy 
4.2.1.1 Příprava alginátových a chitosanových částic pomocí enkapsulátoru 
Do 2% roztoku alginátu resp. chitosanu byl rozpuštěn proteolytický enzym na celkovou 
koncentraci 1 mg/ml. Směs byla přelita do tlakové láhve a pomocí tlaku vzduchu pumpována 
do pulzační komory. Pro tvorbu částic byla vybrána tryska o velikosti 300 μm. Optimální 
hodnoty frekvence a elektrody byly nastaveny s využitím vizualizace vznikajících kapek 
v reálném čase ve světle stroboskopické lampy. Vzniklé kapky byly zachycovány 
do 2% roztoku chloridu vápenatého v případě alginátových částic, resp. do roztoku 
tripolyfosfátu sodného v případě chitosanových částic, kde došlo k vytvrzení a tvorbě kapsulí. 
Vytvořené mikročástice byly následně zfiltrovány, filtrát byl použit ke stanovení enkapsulační 
účinnosti a samotné částice ke stanovení dlouhodobé stability.   
 
4.2.1.2 Příprava liposomových částic 
450 mg sojového lecithinu a 50 mg cholesterolu bylo přidáno do 20 ml vody s předem 
rozpuštěným enzymem o koncentraci 1 mg/ml. Připravený roztok byl ultrazvukován po dobu 
45 sekund. Následně byl roztok zcentrifugován po dobu 15 minut při 10 000 rpm a část 
připraveného vzorku byla použita ke stanovení enkapsulační účinnosti, stanovení velikosti 
částic a k úchově pro zjištění dlouhodobé stability. U připravených liposomových částic byla 
též zjišťována velikost pomocí DLS a stabilita měřením zeta potenciálu. 
 
4.2.2 Příprava částic s proteolytickými enzymy a lysozymem 
4.2.2.1 Příprava alginátových a chitosanových částic pomocí enkapsulátoru 
Do 2% roztoku alginátu resp. chitosanu byl rozpuštěn proteolytický enzym a lysozym, 
každý na celkovou koncentraci 1 mg/ml. Směs byla přelita do tlakové láhve a pomocí tlaku 
vzduchu pumpována do pulzační komory. Pro tvorbu částic byla vybrána tryska o velikosti 
300 μm. Optimální hodnoty frekvence a elektrody byly nastaveny s využitím vizualizace 
vznikajících kapek v reálném čase ve světle stroboskopické lampy. Vzniklé kapky byly 
zachycovány do 2% roztoku chloridu vápenatého v případě alginátových částic, 
resp. do roztoku tripolyfosfátu sodného v případě chitosanových částic, kde došlo k vytvrzení 
a tvorbě kapsulí. Vytvořené mikročástice byly následně zfiltrovány, filtrát byl použit 
ke stanovení enkapsulační účinnosti a samotné částice ke stanovení dlouhodobé stability.   
 
4.2.2.2 Příprava liposomových částic 
450 mg sojového lecithinu a 50 mg cholesterolu bylo přidáno do 20 ml vody s předem 
rozpuštěnou proteasou a lysozymem o koncentracích 1 mg/ml. Připravený roztok byl 
ultrazvukován po dobu 45 sekund. Následně byl roztok zcentrifugován po dobu 15 minut 
při 10 000 rpm a část připraveného vzorku byla použita ke stanovení enkapsulační účinnosti, 
stanovení velikosti částic a k úchově pro zjištění dlouhodobé stability. U připravených 
  
  33 
liposomových částic byla též zjišťována velikost pomocí DLS a stabilita měřením zeta 
potenciálu. 
 
4.3 Stanovení enkapsulační účinnosti 
Účinnost enkapsulace enzymů byla zjišťována s využitím Hartree-Lowryho metody 
stanovení koncentrace bílkovin. Připravené částice byly zfiltrovány a ve filtrátu byla 
stanovena zbytková koncentrace bílkoviny. Množství zbylého enzymu bylo následně 
porovnáno s navážkou vzorku a z rozdílu byla zjištěna enkapsulační účinnost. 
 
4.3.1 Složení činidel 
Stanovení bílkovin Hartree-Lowryho metodou je kolorimetrické a využívá tří činidel, 
z nichž první dvě jsou pro biuretové stanovení. Třetí je Folin-Ciocalteuovo činidlo, které je 
tvořeno polykyselinami fosfomolybdenovou a fosfowolframovou. Tyto polykyseliny jsou 
redukovány tyrosinovými a tryptofanovými zbytky proteinů a barví se modrofialově 
s maximem absorpce při 650 nm. 
Roztok A: 2 g vínan sodno-draselný . 4 H2O, 100 g Na2CO3, 500 ml 1M NaOH, destilovaná 
voda do 1 l 
Roztok B: 2 g vínan sodno-draselný . 4 H2O, 1 g CuSO4 . 5 H2O, 10 ml 1M NaOH, 
destilovaná voda do 100 ml 
Roztok C: Folin-Ciocalteuovo činidlo:destilovaná voda (1:15) 
 
4.3.2 Stanovení koncentrace bílkovin Hartree-Lowryho metodou 
K 1 ml vzorku obsahujícího bílkovinu bylo přidáno 0,9 ml Hartree-Lowryho činidla A. 
Následně byl roztok inkubován ve vodní lázni při teplotě 50 °C po dobu 10 minut. Poté byl 
roztok ochlazen na laboratorní teplotu a bylo přidáno 0,1 ml Hartree-Lowryho činidla B. 
Roztok byl promíchán a inkubován při laboratorní teplotě po dobu 10 minut. Poté byly 
přidány 3 ml zředěného Folin-Ciocalteuova činidla, výsledná směs byla promíchána 
a inkubována ve vodní lázni při teplotě 50 °C po dobu 10 minut. Po ochlazení na laboratorní 
teplotu byla u vzorku změřena absorbance při 650 nm [47].  
Kalibrační řada byla sestavena za stejných podmínek s použitím roztoku albuminu 
o koncentracích 0,15 – 0,75 mg/ml. 
 
4.4 Stanovení stability částic v modelovém a reálném prostředí 
Stabilita částic byla sledována v modelových a reálných podmínkách prostřednictvím 
měření uvolněné bílkoviny Hartree-Lowryho metodou (kap. 4.3.2). Jako modelové prostředí 
byla použita voda, pro reálné podmínky byl připraven hydrogel  a emulze. Ve vodě a v gelu 
byla zjišťována stabilita částic obsahujících bromelain, papain nebo kolagenasu. S ohledem 
na potenciální aplikace byly pro zjištění stability částic v emulzi vybrány jen enzymy 
bromelain a papain. Pro zjištění stability byly připraveny vzorky s koncentrací 0,2 g částic/ml 
daného prostředí. Částice byly uchovávány v modelovém a reálném prostředí po dobu 28 dní 
při teplotě 4 °C. Stabilita částic byla zjišťována měřením koncentrace bílkoviny uvolněné 
do prostředí po 7, 14, 21 a 28 dnech.  
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4.4.1 Příprava gelu 
Pro stanovení dlouhodobé stability částic v podmínkách reálného prostředí hydrogelu byl 
připraven 1,5% vodný roztok karboxymethylcelulosy. 
 
4.4.2 Příprava emulze 
Pro stanovení dlouhodobé stability částic v podmínkách reálného prostředí emulze byla 
připravena emulze rostlinného oleje a vody v poměru 3:1, jako stabilizátor emulze byl použit 
sójový lecithin. 
 
4.5 Stanovení proteolytické aktivity 
Pro stanovení proteolytické aktivity bromelainu a papainu a nespecifické proteolytické 
aktivity kolagenasy byl jako substrát použit roztok azoalbuminu. Azoalbumin je chemicky 
modifikovaný protein albumin s navázanou sulfanilamidovou skupinou. Enzymatickou 
hydrolýzou jsou uvolňovány barevné peptidy, které jsou rozpustné v trichloroctové kyselině. 
Tyto peptidy jsou následně detekovány při 440 nm. Jednotka aktivity je pak charakterizována 
jako množství enzymu katalyzující přeměnu substrátu doprovázenou nárůstem absorbance 
o 0,001 za 1 minutu za podmínek testu [48, 49]. 
K 100 μl roztoku azoalbuminu o koncentraci 5 mg/ml bylo přidáno 100 μl roztoku 
obsahujícího enzym a vzorky byly inkubovány při 37 °C po dobu 60 minut. Reakce byla 
ukončena přídavkem 410 μl 10% kyseliny trichloroctové a vzorky byly zcentrifugovány 
při 14 000 otáčkách po dobu 2 minut. K 500 μl supernatantu bylo v kyvetě přidáno 700 μl 
1 M NaOH a změřena absorbance při 440 nm proti blanku. Jako blank byl použit vzorek, 
u kterého byla reakce zastavena přídavkem kyseliny trichloroctové ještě před inkubací. 
 
4.6 Stanovení velikosti připravených liposomových částic 
Velikost liposomových částic byla stanovena s využitím přístroje ZetaSizer Nano ZS. 
Měření bylo provedeno dvakrát a poté byla vypočtena průměrná hodnota velikosti částic.  
 
4.7 Stanovení zeta potenciálu připravených liposomových částic  
Stabilita liposomových částic byla zjištěna pomocí přístrojem ZetaSizer Nano ZS, měření 
bylo provedeno dvakrát a následně byla vypočtena průměrná hodnota. 
 
4.8 Ověření antimikrobiální aktivity částic s enkapsulovaným lysozymem 
Jako testovací mikroorganismus pro stanovení antimikrobiální aktivity lysozymu byla 
vybrána nepatogenní grampozitivní bakteriální kultura Bacillus subtilis.  
 
4.8.1 Kultivace Bacillus subtilis 
Pro kultivaci Bacillus subtilis bylo použito médium, jehož složení je uvedeno v Tab. 2.  
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Tab. 2: Složení média pro kultivaci Bacillus subtilis 
látka množství   
agar 10 g 
pepton 2,5 g 
beef extract 1,5 g  
MnSO4 . H2O 0,005 g 
destilovaná voda 500 ml 
 
Sterilizace v tlakovém hrnci probíhala po dobu 30 minut. Inokulum Bacillus subtilis bylo 
sterilně zaočkováno z Petriho misky do 100 ml vysterilizovaného média v 250 ml 
Erlenmayerově baňce. Kultivace probíhala při 30 °C. Připraveným inokulem byla 
po 24 hodinách zaočkována pevná média (po 0,5 ml inokula). Petriho misky byly kultivovány 
v termostatu při 30 °C a následně použity pro ověření antimikrobiální aktivity částic 
s enkapsulovaným lysozymem [50]. 
 
4.8.2 Antimikrobiální test na pevném médiu 
Do pevného média bylo sterilní špičkou vytvořeno 6 děr. Pro test byla vždy do dvou důlků 
vpravena částice obsahující proteasu i lysozym, do dvou důlků částice obsahující pouze 
proteasu, do jednoho důlku prázdná částice a poslední důlek sloužil jako kontrola (2 μl sterilní 
vody). Petriho misky byly inkubovány při 30 °C a po projevení účinku byl výsledek 
zaznamenán.  
 
 
Obr. 14: Znázornění dávkování testovaných vzorků na agarové plotny 
 
4.9 Příprava pevných nosičů s kolagenasou 
4.9.1 Příprava filmů obsahujících kolagenasu 
4.9.1.1 Příprava alginátového filmu  
Bylo připraveno 20 ml 1,5% roztoku alginátu. Po rozpuštění byly do roztoku přidány 
3 ml glycerolu. Nakonec byla do roztoku přidána kolagenasa na výslednou koncentraci 
1 mg/ml. 5 ml připraveného roztoku bylo napipetováno na Petriho misku o průměru 60 mm 
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za vytvoření souvislého filmu. Poté byl film ponechán při laboratorní teplotě po dobu 
48 hodin do úplného vysušení [24].  
 
4.9.1.2 Příprava chitosanového filmu  
Rozpuštěním práškového chitosanu v destilované vodě obsahující 1% kyselinu octovou 
bylo připraveno 20 ml 2% roztoku chitosanu. Do roztoku byla přidána kolagenasa 
na výslednou koncentraci 1 mg/ml. 5 ml takto připraveného roztoku bylo napipetováno 
na Petriho misku o průměru 60 mm za vytvoření souvislého filmu. Poté byl film ponechán 
při laboratorní teplotě po dobu 48 hodin do úplného vysušení [51].  
 
4.9.1.3 Příprava PHB filmu  
Bylo připraveno 20 ml 2,5% roztoku poly-3-hydroxybutyrátu v chloroformu. Roztok byl 
po dobu 12 hodin ponechán ve vodní lázni o teplotě 60 °C do úplného rozpuštění. 
Po vychlazení byla do roztoku přidána koleganasa na výslednou koncentraci 1 mg/ml. 
5 ml takto připraveného roztoku bylo napipetováno na Petriho misku o průměru 60 mm 
za vytvoření souvislého filmu. Poté byl film ponechán při laboratorní teplotě po dobu 
48 hodin do úplného vysušení [52]. 
 
4.9.2 Sledování proteolytické aktivity připravených filmů 
Na připravené filmy bylo naneseno 0,1 g kolagenu a vše bylo zalito 1,5% roztokem agaru. 
Hotové filmy s kolagenem byly inkubovány při 37 °C a po sedmi dnech inkubace byly 
pozorovány změny na substrátu. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
5.1 Enkapsulace proteolytických enzymů  
Experimenty zaměřené na enkapsulaci proteolytických enzymů byly provedeny za účelem 
testování vhodných materiálů pro enkapsulaci a metod přípravy částic. Jako materiály byly 
zvoleny vesměs látky plně biokompatibilní. Příprava částic byla provedena v převážné většině 
s využitím přístroje pro enkapsulaci, pouze liposomy byly připraveny manuálně. Poněvadž 
enkapsulátor bylo v předložené práci uváděn do chodu, byla vyhodnocována i enkapsulační 
účinnost, zejména za účelem optimálního nastavení poměru materiálu a aktivní látky. 
Důležitým testovaným parametrem pak byla stabilita částic v souvislosti s předpokládaným 
použitím.  
 
5.1.1 Stanovení enkapsulační účinnosti 
U vytvořených alginátových, chitosanových a liposomových částic byla stanovována 
účinnost enkapsulace daného proteolytického enzymu (bromelain, papain, kolagenasa) 
s využitím Hartree-Lowryho metody stanovení koncentrace bílkovin (postup je uveden 
v kapitole 4.3.2). Z rozdílu výchozí koncentrace enzymu v roztoku pro enkapsulaci 
a koncentrace enzymu ve filtrátu po enkapsulaci bylo vypočteno procento enkapsulovaného 
enzymu. Všechny vzorky byly proměřeny dvakrát a byla vypočtena průměrná koncentrace 
bílkovin. Směrodatná odchylka byla stanovena s využitím funkce SMODCH programu 
MS Excel. 
 
5.1.1.1 Enkapsulační účinnost alginátových částic 
Alginátové částice byly vyrobeny s využitím enkapsulátoru postupem uvedeným 
v kapitole 4.2.1.1. Enkapsulační účinnost alginátových částic se pohybovala v rozmezí  
70–90 %. Enzymy bromelain a papain byly enkapsulovány s téměř stejnou účinností, účinnost 
enkapsulace kolagenasy byla asi o 20 % nižší (Graf 1). 
 
Graf 1: Porovnání účinnosti enkapsulace jednotlivých enzymů do alginátových částic 
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5.1.1.2 Enkapsulační účinnost chitosanových částic 
Chitosanové částice byly připraveny pomocí enkapsulátoru postupem uvedeným 
v kapitole 4.2.1.1. Nejvyšší účinnost enkapsulace byla zaznamenána u papainu – 96,2 %, 
bromelain a kolagenasu se podařilo enkapsulovat s účinností asi o 30 % nižší (Graf 2). 
 
Graf 2: Porovnání účinnosti enkapsulace jednotlivých enzymů do chitosanových částic 
 
 
5.1.1.3 Enkapsulační účinnost liposomových částic 
Liposomy byly připraveny pomocí ultrazvuku metodou uvedenou v kapitole 4.2.1.2. 
Nejvyšší enkapsulační účinnost byla opět zjištěna u papainu – 81,0 %. Naopak velmi nízká 
účinnost enkapsulace byla zaznamenána u liposomů obsahujících kolagenasu, jen 27 % 
(Graf 3). 
 
Graf 3: Porovnání účinnosti enkapsulace jednotlivých enzymů do liposomových částic 
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5.1.1.4 Srovnání enkapsulační účinnosti v rámci všech částic 
V Grafu 4 je názorně uvedeno srovnání enkapsulační účinnosti u všech enzymů a všech 
testovaných typů částic. Nejvyšší účinnost enkapsulace byla celkově zjištěna u alginátových 
částic. Naopak nejnižší účinnost byla zaznamenána při enkapsulaci enzymů do liposomových 
částic, což může být způsobeno hydrofilním charakterem enkapsulovaných enzymů.  
 
Graf 4: Srovnání enkapsulačních účinností připravených částic 
 
U každého typu částic se vždy s nejvyšší účinností podařilo enkapsulovat papain. 
Nejnižších účinností bylo dosaženo při enkapsulaci kolagenasy. Důvodem může být mimo 
jiné velikost enkapsulované molekuly; kolagenasa má přibližně 4x vyšší molekulovou 
hmotnost než papain (kap. 2.1.3), což může ztížit uzavření do částic.  
Nejvhodnější pro enkapsulaci enzymů se jeví alginátové částice připravené s využitím 
enkapsulátoru. Účinnost zabalení aktivní látky je vysoká a nevykazuje větší fluktuace.  
 
Připravené částice byly vizualizovány v optickém mikroskopu (Příloha 1). Ze snímků je 
patrné, že v případě alginátových i chitosanových částic jde o mikročástice o velikosti 
cca 600 μm, zatímco liposomy jsou podstatně menší a odpovídají rozměru blízkému 
nanočásticím. 
 
5.1.2 Stanovení stability částic v modelovém a reálném prostředí 
Stabilita vytvořených částic byla sledována měřením koncentrace uvolněných bílkovin 
Hartree-Lowryho metodou (kap. 4.3.2). Následující tabulky a grafy zobrazují procentuální 
podíl uvolněného enzymu z celkového enkapsulovaného množství. Všechny vzorky byly 
proměřeny dvakrát a výsledek je uveden jako průměrná hodnota. Stabilita částic byla 
sledována ve třech různých prostředích – ve vodě, v hydrogelu a v emulzi. 
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5.1.2.1 Stanovení stability částic ve vodě 
Voda byla zvolena jako standardní prostředí pro předpokládané dlouhodobé uchovávání 
částic v kapalném prostředí. V Tab. 3 jsou souhrnně uvedeny získané výsledky stability částic 
sledované po dobu 28 dní. 
 
Tab. 3: Stanovení stability částic ve vodě 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 4,9 6,6 7,1 16,2 
papain nd nd 1,3 4,3 
kolagenasa 11,3 16,9 20,4 23,1 
chitosanové 
bromelain 7,8 8,4 10,7 12,9 
papain 1,4 1,6 1,7 2,8 
kolagenasa 15,8 19,8 19,9 24,2 
liposomové 
bromelain nd 26,5 71,6 74,8 
papain nd 4,9 5,5 28,9 
kolagenasa nd 30,7 75,5 90,1 
nd – nedetekováno 
 
Graf 5: Stabilita různých typů částic s bromelainem 
 
 
Jako modelové prostředí pro sledování stability částic byla zvolena voda. Z částic 
obsahujících bromelain byly ve vodě nejméně stabilní liposomové částice, z nichž se 
po 21 dnech uvolnil prakticky veškerý enkapsulovaný enzym. Z alginátových a chitosanových 
částic bylo po 28 dnech uvolněno méně než 20 % enkapsulovaného enzymu (Graf 5). 
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Graf 6: Stabilita různých typů částic s papainem 
 
 
Částice, které ve svém jádře obsahovaly papain, byly ve vodě velice stabilní.  
Z alginátových i chitosanových částic bylo po 28 dnech uvolněno jen přibližně 5 % enzymu. 
Pouze liposomy byly méně stabilní, ale až v poslední fázi uchovávání, kdy došlo k uvolnění 
asi 30% enzymu (Graf 6).   
 
Graf 7: Stabilita různých typů částic s kolagenasou 
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Ze všech typů částic uchovávaných ve vodě byly částice s kolagenasou nejméně stabilní. 
Z alginátových a chitosanových částic bylo po 28 dnech uvolněno téměř 30 % 
enkapsulovaného enzymu. Z nejméně stabilních liposomových částic se uvolnilo více 
než 90 % enzymu (Graf 7). Důvodem je pravděpodobně již zmíněná velikost molekuly 
kolagenasy. 
 
5.1.2.2 Stabilita částic v gelu 
Hydrogel byl navržen jako jedno ze simulovaných reálných prostředí pro předpokládané 
dlouhodobé uchovávání částic. V Tab. 4 jsou souhrnně uvedeny získané výsledky stability 
částic sledované po dobu 28 dní. 
 
Tab. 4: Stanovení stability částic v gelu 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 5,0 13,4 17,4 22,1 
papain nd 9,2 10,8 11,6 
kolagenasa 25,1 38,8 42,6 48,1 
chitosanové 
bromelain nd 7,7 16,1 23,5 
papain 1,4 2,1 3,8 4,5 
kolagenasa 5,3 17,5 18,2 20,0 
liposomové 
bromelain nd nd nd 63,5 
papain nd 0,8 3,0 6,2 
kolagenasa nd nd nd 36,2 
nd - nedetekováno 
 
Graf 8: Stabilita různých typů částic s bromelainem 
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Hydrogel z karboxymethyylcelulózy byl zvolen jako jedno z reálných prostředí pro 
stanovení stability částic. Z alginátových i chitosanových částic bylo po 28 dnech uvolněno 
asi 20 % enkapsulovaného enzymu. U liposomových částic nebylo ještě po 21 dnech 
zaznamenáno uvolnění bílkovin, po dalším týdnu bylo ale naměřeno uvolnění více než 60 % 
enzymu (Graf 8).
 
 
Graf 9: Stabilita různých typů částic s papainem 
 
 
Částice obsahující papain byly ze všech typů částic uchovávaných v hydrogelu 
nejstabilnější, podobně jako ve vodě. Z chitosanových a liposomových částic bylo 
po 28 dnech inkubace uvolněno méně než 10 % enkapsulovaného enzymu (Graf 9). 
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Graf 10: Stabilita různých typů částic s kolagenasou 
 
 
Stejně jako v prostředí vody byly i v hydrogelu částice obsahující kolageasu nejméně 
stabilní. Z chitosanových částic byla po 28 dnech uvolněna téměř čtvrtina enkapsulovaného 
enzymu, z alginátových pak téměř polovina. U liposomových částic bylo první uvolnění 
bílkoviny zaznamenáno až po 28 dnech inkubace, podobně jako u bromelainu (Graf 10). 
 
5.1.2.3 Stabilita částic v emulzi 
Tab. 5: Stanovení stability částic v emulzi 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
% enzymu 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 100,0 100,0 100,0 100,0 
papain 100,0 100,0 100,0 100,0 
chitosanové 
bromelain 100,0 100,0 100,0 100,0 
papain 100,0 100,0 100,0 100,0 
liposomové 
bromelain 87,1 100,0 100,0 100,0 
papain 40,3 71,5 100,0 100,0 
 
Emulze byla vedle gelu zvolena jako druhé simulované reálné prostředí pro stanovení 
stability připravených částic. Složení použité emulze je uvedeno v kap. 4.4.2 U alginátových 
i chitosanových částic obsahujících bromelain bylo již po 7 dnech uchování zjištěno úplné 
uvolnění enkapsulovaného enzymu. Z liposomových částic byl veškerý enzym uvolněn 
po 14 dnech inkubace. 
Alginátové i chitosanové částice obsahující papain vykazovaly úplné uvolnění enzymu 
už po 7 dnech inkubace. U liposomových částic bylo úplné množství uvolněného enzymu 
zaznamenáno až po 21 dnech. 
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Obecně lze říci, že alginátové částice jsou nejstabilnější ve vodě, nejméně stabilní 
v emulzi. Chitosanové částice i liposomy mají nejvyšší stabilitu v gelu, nejnižší pak v emulzi.  
Emulze v použitém složení zřejmě není vhodným prostředím pro dlouhodobé uchovávání 
těchto typů částic v potenciálních kosmetických výrobcích. U částic uchovávaných v emulzi 
docházelo k velmi rychlé ztrátě stability, u alginátových i chitosanových částic bylo zjištěno 
úplné uvolnění enkapsulované látky už po sedmi dnech úchovy. Na druhou stranu lze z těchto 
výsledků usuzovat, že při styku alginátových a chitosanových částic s pokožkou, jež má 
lipidický charakter, dojde k žádoucímu uvolnění obsažené aktivní složky. 
 
Mikročástice z chitosanu a alginátu bylo možné sledovat v modelovém prostředí i volným 
okem (Příloha 2). V hydrogelu jakožto prokazatelně vhodném prostředí pro dlouhodobé 
uchovávání částic i enzymové aktivity bylo ověřeno, že dochází k postupné sedimentaci 
vrstvou hydrogelu, a to jak ve zkumavce, tak i v tenčí vrstvě v Petriho misce (Příloha 3). Lze 
tedy předpokládat, že po přiložení gelového preparátu na povrch pokožky budou částice 
pomalu gelem procházet a přicházet postupně do kontaktu s pokožkou. Gel je tedy vhodným 
prostředím i pro aplikaci enkapsulovaných enzymů a při použití vhodných částic by tato 
forma mohla být vysoce perspektivní pro hojení ran. 
 
5.1.3 Stanovení proteolytické aktivity uvolněných enzymů 
V další části práce byla testována zbytková proteolytická aktivita enzymů uvolněných 
z částic v průběhu dlouhodobého uchovávání v různém prostředí. Proteolytická aktivita byla 
zjišťována s využitím metody uvedené v kapitole 4.5. Výsledná aktivita byla vyjádřena jako 
množství substrátu rozloženého působením enzymu vztažené na čas a množství 
supernatantu [µmol/(min.ml)]. Pro každý enzym byla před enkapsulací stanovena hodnota 
referenční aktivity v daném prostředí při známém množství enzymu. Po zjištění množství 
uvolněného enzymu (měření koncentrace bílkoviny Hartree-Lowryho metodou, kap. 5.1.2) 
byla naměřená aktivita porovnána s referenční aktivitou a výsledek vyjádřen jako procentuální 
podíl referenční aktivity při stejném množství enzymu. U vzorků, kde nedošlo k uvolnění 
enzymů z částic, nebyla proteolytická aktivita detekována. 
 
V tabulkách 68 jsou uvedeny souhrnné hodnoty proteolytické aktivity jednotlivých 
enkapsulovaných enzymů uchovávaných v různých typech prostředí. Tato informace je 
doplněním předchozích výsledků týkajících se stability částic, kde bylo sledováno 
nespecificky uvolnění proteinů z částic bez ohledu na zachování biologické aktivity enzymů. 
V následujících grafech je pak názorně uveden průběh aktivity jednotlivých enzymů 
v testovaném prostředí. 
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5.1.3.1 Stanovení proteolytické aktivity bromelainu v různých prostředích 
V následujících grafech je názorně srovnána proteolytická aktivita bromelainu v různých 
prostředích a její změny v průběhu dlouhodobého uchovávání částic.  
 
Graf 11: Proteolytická aktivita bromelainu ve vodě 
 
 
Graf 12: Proteolytická aktivita bromelainu v gelu 
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Graf 13:Proteolytická aktivita bromelainu ve emulzi 
 
 
Z výsledků (Grafy 11 – 13) vyplývá, že nejvhodnějším prostředím pro uchování 
proteolytické aktivity bromelainu je gel.  Bromelain zde vykazoval proteolytickou aktivitu i 
po 28 dnech uchovávání. Ve vodě byla aktivita enzymu nulová už po 14 dnech uchovávání, 
v emulzi dokonce už po 7 dnech inkubace. Prostředí gelu zřejmě dokáže stabilizovat 
dostatečně trorozměrnou strukturu proteinu, která je ve vodě i v emulzi postupně narušována.  
  
  50 
5.1.3.2 Stanovení proteolytické aktivity papainu v různých prostředích 
V dalších grafech je názorně srovnána proteolytická aktivita papainu inkubovaného 
v různých prostředích a její změny v průběhu dlouhodobého uchovávání částic.  
 
Graf 14: Proteolytická aktivita papainu ve vodě 
 
 
Graf 15: Proteolytická aktivita papainu v gelu 
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Graf 16: Proteolytická aktivita papainu v emulzi 
 
 
Nejvhodnějším prostředím pro uchování aktivity papainu je podobně jako u bromelainu 
hydrogel (Grafy 14 – 16). U některých typů částic vykazoval i po 21denní inkubaci více než 
50 % původní aktivity. Naopak v emulzi jeho aktivita prudce klesla už po 7 dnech inkubace. 
Prostředí gelu zřejmě dokáže i v tomto případě stabilizovat dostatečně trorozměrnou strukturu 
proteinu, která je ve vodě  a zejména v emulzi postupně narušována. V emulzi může dojít 
i k denaturaci proteinů. 
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5.1.3.3 Stanovení proteolytické aktivity kolagenasy v různých prostředích 
V následujících grafech je názorně srovnána proteolytická aktivita kolagenasy v různých 
prostředích a její změny v průběhu dlouhodobého uchovávání částic.  
 
Graf 17: Proteolytická aktivita kolagenasy ve vodě 
 
 
Graf 18: Proteolytická aktivita kolagenasy v gelu 
 
 
Kolagenasa uvolněná do gelu vykazovala i po 28 dnech inkubace téměř 50 % původní 
aktivity (Graf 18). Ve vodě její proteolytická aktivita výrazně klesla již po 14 dnech inkubace, 
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po 28 dnech byla nulová (Graf 17). Prostředí gelu zřejmě i v tomto případě  optimálně 
stabilizuje trorozměrnou strukturu velkého proteinu, která je ve vodě  postupně narušována.  
 
Celkově lze shrnout, že se nejlepším prostředím pro uchování proteolytické aktivity 
enzymů je podle dosažených výsledků hydrogel. Enzymy v gelu jsou aktivní i po 28 dnech 
uchovávání. V gelu je voda vázána v síti koloidních částic, navíc gelová struktura může 
stabilizovat trojrozměrnou strukturu proteinů pomocí přechodných nekovalentních vazeb, 
čímž se prodlouží doba uchování aktivity. Ve vodném roztoku jsou enzymy obecně méně 
stabilní a jejich aktivita (zejména v případě zředěných roztoků) klesá exponenciálně k nule 
v průběhu cca 1 týdne.   
Nejméně vhodným prostředím pro zachování proteolytické aktiviy je emulze. Enzymy zde 
ztrácely svou aktivitu již po 7 dnech inkubace. Pro další studie by bylo vhodné zjistit 
enzymovou aktivitu i v čistém oleji a také v emulzích o jiných poměrech vody a oleje než 1:3. 
Nicméně je velmi pravděpodobné, že v prostředí emulze dochází k parciální denaturaci 
proteinů vlivem odlišného povrchového napětí. 
 
5.2 Enkapsulace směsi proteolytických enzymů a lysozymu 
Přestože lysozym je protein a proteasy typu papainu a bromelainu by jej měly rozkládat, 
bylo v další části experimentů ověřeno, zda enkapsulace směsného preparátu obsahujícího dva 
různé hydrolytické enzymy umožní zachování aktivity v kombinovaném preparátu.  
 
5.2.1 Stanovení enkapsulační účinnosti 
U vytvořených alginátových, chitosanových a liposomových částic byla stanovována 
účinnost enkapsulace proteolytického enzymu (bromelain, papain, kolagenasa) a lysozymu. 
Enkapsulační účinnost byla stanovena s využitím Hartree-Lowryho metody stanovení 
koncentrace bílkovin (postup je uveden v kapitole 4.3.2). Z rozdílu výchozí koncentrace 
bílkovin v roztoku pro enkapsulaci a koncentrace bílkovin ve filtrátu po enkapsulaci bylo 
vypočteno procento enkapsulovaných bílkovin. Všechny vzorky byly proměřeny dvakrát 
a byla vypočtena průměrná koncentrace bílkovin. Směrodatná odchylka byla stanovena 
s využitím funkce SMODCH programu MS Excel. 
 
5.2.1.1 Enkapsulační účinnost alginátových částic 
Alginátové částice byly vyrobeny s využitím enkapsulátoru postupem uvedeným 
v kapitole 4.2.2.1. Nejvyšší enkapsulační účinnost byla zjištěna u směsi papainu 
s lysozymem. Naopak s nejnižší účinností byla enkapsulována směs kolagenasy a lysozymu 
(Graf 19).  
 
  
  54 
Graf 19: Porovnání účinnosti enkapsulace směsi proteasy a lysozymu do alginátových částic 
 
 
5.2.1.2 Enkapsulační účinnost chitosanových částic 
Chitosanové částice byly vyrobeny s využitím enkapsulátoru postupem uvedeným 
v kapitole 4.2.2.1. Enkapsulační účinnost chitosanových částic byla velmi vysoká, 
pohybovala se v rozmezí cca 85–95 %. Nejvyšší enkapsulační účinnost byla opět 
zaznamenána u směsi papainu s lysozymem (Graf 20).  
 
Graf 20: Porovnání účinnosti enkapsulace směsi proteasy a lysozymu do chitosanových částic 
 
 
5.2.1.3 Enkapsulační účinnost liposomových částic 
Liposomy byly připraveny pomocí ultrazvuku metodou uvedenou v kapitole 4.2.2.2. 
Enkapsulační účinnost liposomových částic byla nižší, než u předchozích typů částic. 
Pohybovala se v rozmezí 45–65 %. Nejvyšší enkapsulační účinnost byla opět zjištěna u směsi 
papainu a lysozymu (Graf 21). 
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Graf 21: Porovnání účinnosti enkapsulace směsi proteasy a lysozymu do liposomových částic 
 
 
5.2.1.4 Srovnání enkapsulační účinnosti v rámci všech částic 
V Grafu 22 je názorně uvedeno srovnání enkapsulační účinnosti u směsí každého 
z proteolytických enzymů s lysozymem u všech testovaných typů částic. Při přípravě částic 
obsahujících směs proteolytického enzymu a lysozymu bylo nejvyšších enkapsulačních 
účinností dosaženo u chitosanových částic. S nejnižší účinností se dařilo směs enkapsulovat 
do liposomových částic, což může být způsobeno hydrofilním charakterem enkapsulovaných 
enzymů.  
 
Graf 22: Srovnání enkapsulačních účinností připravených částic 
 
Při kombinaci kterékoli proteasy a antimikrobiálního peptidu se jeví jako nejlepší volba 
enkapsulace do chitosanových částic. Už při přípravě enkapsulační směsi polymeru 
s rozpuštěnými enzymy se chitosan zdál být lepší volbou pro enkapsulaci. Zatímco v roztoku 
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chitosanu se lysozym rozpouštěl snadno, v roztoku alginátu byl rozpouštěn jen velmi pomalu 
a za občasné tvorby sraženin, což vedlo k nutnosti nové přípravy enkapsulační směsi.  
 
5.2.2 Stanovení stability částic v modelovém a reálném prostředí 
Stabilita částic byla sledována měřením koncentrace uvolněných bílkovin Hartree-Lowryho 
metodou (kap. 4.3.2). Následující tabulky a grafy zobrazují procentuální podíl uvolněných 
bílkovin z celkového enkapsulovaného množství. Všechny vzorky byly proměřeny dvakrát 
a výsledek je uveden jako průměrná hodnota. Jako v předchozím bloku experimentů i zde 
byla testována stabilita ve třech různých prostředích – ve vodě, v hydrogelu a emulzi. 
 
5.2.2.1 Stanovení stability částic ve vodě 
Voda byla zvolena jako standardní prostředí pro předpokládané dlouhodobé uchovávání 
částic v kapalném prostředí. V Tab. 9 jsou souhrnně uvedeny získané výsledky stability částic 
sledované po dobu 28 dní. 
 
Tab. 9: Stanovení stability částic ve vodě 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 
a lysozym 
3,5 5,9 6,0 8,4 
papain 
a lysozym 
0,7 1,9 4,0 7,3 
kolagenasa 
a lysozym 
nd 4,8 6,4 11,6 
chitosanové 
bromelain 
a lysozym 
4,3 5,1 7,2 7,8 
papain 
a lysozym 
2,2 2,4 3,2 3,6 
kolagenasa 
a lysozym 
4,3 5,9 7,7 9,0 
liposomové 
bromelain 
a lysozym 
30,7 56,2 59,7 75,8 
papain 
a lysozym 
32,4 35,5 37,9 41,6 
kolagenasa 
a lysozym 
65,2 76,2 84,6 90,2 
nd - nedetekováno 
 
  
  57 
Graf 23: Stabilita různých typů částic se směsí bromelainu a lysozymu 
 
 
Alginátové a chitosanové částice obsahující směs bromelainu a lysozymu byly ve vodě 
mnohem stabilnější než liposomové částice (Graf 23). Po 28 dnech bylo z liposomových 
částic uvolněno 7x více bílkovin než z ostatních typů částic. Důvodem je pravděpodobně 
odlišný způsob přípravy liposomů a odlišná výsledná velikost částic. Zatímco 
polysacharidové částice byly připraveny na enkapsulátoru a jejich velikost byla 
kolem 600 μm, liposomy připravované manuálně dosahovaly velikosti kolem 100–150 nm 
(viz kap. 5.3), což zřejmě nedostačovalo pro enkapsulaci dvou enzymů současně. 
Trend uvolňování aktivní látky do vody je podobný jako u částic, jež obsahovaly pouze 
bromelain (Graf 5). 
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Graf 24: Stabilita různých typů částic se směsí papainu a lysozymu 
 
 
Částice, jež obsahovaly směs papainu a lysozymu, byly při uchovávání ve vodě 
nejstabilnější. Z alginátových i chtitosanových částic bylo po 28 dnech inkubace uvolněno 
méně než 10 % enkapsulovaných bílkovin. Z liposomových částic se po 28 dnech uvolnilo asi 
40 % bílkovin (Graf 24). 
Ve srovnání s částicemi, jež obsahovaly pouze papain, jsou částice s jádrem tvořeným 
směsí papainu a lysozymu méně stabilní (Graf 6). 
 
Graf 25: Stabilita různých typů částic se směsí kolagenasy a lysozymu 
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Z alginátových a chitosanových částic obsahujících směs kolagenasy a lysozymu se 
ve vodě uvolnilo po 28 dnech jen asi 10 % enkapsulovaných bílkovin. Naopak 
z liposomových částic bylo už po 7 dnech uchovávání uvolněno více než 60 % bílkovin 
(Graf 25).  
Ve srovnání s částicemi, jež obsahovaly pouze kolagenasu, jsou tyto alginátové 
a chitosanové částice stabilnější, u liposomů došlo enkapsulací směsi kolagenasy a lysozymu 
k poklesu stability (Graf 7). 
 
5.2.2.2 Stanovení stability částic v gelu 
Jako simulované reálné prostředí pro předpokládané dlouhodobé uchovávání částic byl 
i zde testován hydrogel. V Tab. 10 jsou souhrnně uvedeny získané výsledky stability částic 
s enkapsulovanou směsí enzymů sledované po dobu 28 dní. 
 
Tab. 10: Stanovení stability částic v gelu 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 
a lysozym 
1,4 18,8 22,3 28,3 
papain 
a lysozym 
nd 14,8 19,6 26,9 
kolagenasa 
a lysozym 
7,1 44,6 44,8 68,4 
chitosanové 
bromelain 
a lysozym 
0,1 4,8 17,4 17,6 
papain 
a lysozym 
1,0 4,9 8,0 8,2 
kolagenasa 
a lysozym 
2,2 9,5 20,1 24,9 
liposomové 
bromelain 
a lysozym 
nd 7,0 24,5 48,6 
papain 
a lysozym 
nd 4,0 55,7 100,0 
kolagenasa 
a lysozym 
nd 17,5 48,4 64,1 
nd - nedetekováno 
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Graf 26: Stabilita různých typů částic se směsí bromelainu a lysozymu 
 
 
Z částic obsahujících směs bromelainu a lysozymu uchovávaných v gelu byly 
nejstabilnější chitosanové částice (Graf 26). Po 28 dnech inkubace došlo k uvolnění asi 20 % 
bílkovin, u alginátových to bylo asi 30 % a u liposomových asi 50 % proteinů.  
 
Graf 27: Stabilita různých typů částic se směsí papainu a lysozymu 
 
 
Mezi částicemi obsahujícími směs papainu a lysozymu byly opět nejstabilnější částice 
chtiosanové, po 28 dnech bylo zaznamenáno necelých 10 % uvolněné bílkoviny. Naopak 
u liposomových částic došlo po 28 dnech k úplnému uvolnění enkapsulovaných 
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bílkovin (Graf 27). Ve srovnání s částicemi obsahujícími jen papain jsou tyto částice méně 
stabilní (Graf 9). 
 
Graf 28: Stabilita různých typů částic se směsí kolagenasy a lysozymu 
 
 
Z částic obsahujících směs kolagenasy a lysozymu jsou opět nejstabilnější částice 
chitosanové (Graf 28). Poměrně nízká stabilita zde byla zaznamenána u alginátových částic, 
po 28 dnech uvolnily téměř 70 % enkapsulované bílkoviny, nejvíce ze všech druhů částic. 
V porovnání s částicemi obsahujícími pouze kolagenasu mají tyto částice všeobecně nižší 
stabilitu, což může být způsobeno mimo jiné větším objemem enkapsulované směsi proteinů 
ve srovnání s monopreparátem (Graf 10). 
 
5.2.2.3 Stanovení stability částic v emulzi 
Další simulované reálné prostředí pro předpokládané dlouhodobé uchovávání částic 
představovala emulze. V Tab. 11 jsou souhrnně uvedeny získané výsledky stability částic 
sledované po dobu 28 dní. 
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Tab. 11: Stanovení stability částic v emulzi 
    7 dní 14 dní 21 dní 28 dní 
částice jádro 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
% bílkovin 
uvolněno 
alginátové 
bromelain 
a lysozym 
100,0 100,0 100,0 100,0 
papain 
a lysozym 
100,0 100,0 100,0 100,0 
chitosanové 
bromelain 
a lysozym 
100,0 100,0 100,0 100,0 
papain 
a lysozym 
100,0 100,0 100,0 100,0 
liposomové 
bromelain 
a lysozym 
nd nd 12,5 59,2 
papain 
a lysozym 
nd nd 96,7 100,0 
nd – nedetekováno 
 
U alginátových a chitosanových částic obsahujících směs bromelainu a lysozymu bylo již 
po 7 dnech zaznamenáno úplné uvolnění enkapsulovaných bílkovin. Naopak u liposomů byly 
uvolněné bílkoviny detekovány až po 21 dnech inkubace.  
Liposomy obsahující směs bromelainu a lysozymu byly v emulzi stabilnější než liposomy 
obsahující pouze bromelain.  
Alginátové a chitosanové částice obsahující směs papainu a lysozymu byly v emulzi 
nestabilní, již po sedmi dnech bylo zaznamenáno úplné uvolnění enkapsulované bílkoviny. 
U liposomů došlo k úplnému uvolnění až po 28 dnech inkubace. I v tomto případě byly 
liposomy obsahující směs papainu a lysozymu v emulzi stabilnější než liposomy se 
samotným papainem. 
 
Alginátové i chitosanové částice obsahující směs proteasy a lysozymu byly nejstabilnější 
ve vodě, nejméně v emulzi. Stabilita liposomových částic je srovnatelná ve vodě 
i v hydrogelu, v emulzích byly stabilní po dobu dvou týdnů, pak došlo k výrazné ztrátě 
stability a uvolnění až 100% enkapsulované látky. Emulze je zřejmě vhodné prostředí pro 
liposomy se směsnými preparáty. 
Při porovnání se stabilitou částic obsahujících pouze proteasu nelze nalézt jednoznačnou 
závislost mezi stabilitou částice a přítomností lysozymu. Metody stanovení stability částic 
bude třeba dále optimalizovat a srovnat s částicemi obsahujícími pouze lysozym.  
 
5.2.3 Ověření antimikrobiální aktivity částic s enkapsulovaným lysozymem 
Antimikrobiální test na pevném médiu byl použit pro potvrzení antimikrobiální aktivity 
lysozymu enkapsulovaného společně s proteasami do připravených částic (příprava částic 
viz kap. 4.2.2). Částice obsahující směsný preparát byly po dobu 28 dní uchovávány ve vodě 
a poté byly použity k antimikrobiálnímu testu na tuhém médiu (kap. 4.8.2). Bylo zjištěno, že 
antimikrobiální aktivitu vykazují i prázdné částice, nejvyšší byla zjištěna u prázdných 
chitosanových částic. Antimikrobiální efekt částic se zvýšil u těchto částic i po enkapsulaci 
samotných proteas. Největší inhibiční zóny byly zaznamenány u částic, jež obsahovaly směsi 
proteasy a lysozymu (Tab. 12).   
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Tab. 12 Velikost inhibičních zón na tuhém médiu 
částice alginátové chitosanové liposomové 
jádro velikost inhibiční zóny [mm] 
prázdné 1,0 3,5 1,5 
bromelain 4,0 5,5 2,5 
bromelain a lysozym 5,5 7,0 3,5 
papain 4,5 6,5 2,0 
papain a lysozym 5,0 7,5 2,5 
kolagenasa 5,0 5,0 2,0 
kolagenasa a lysozym 5,5 6,0 3,5 
 
Testováním na tuhých médiích byl potvrzen antimikrobiální efekt částic, do nichž byl 
enkapsulován lysozym. Inhibiční zóny byly ale zaznamenány i u částic, které obsahovaly 
pouze proteasu a dokonce u prázdných částic. Největší inhibiční efekt prázdných částic byl 
pozorován u chitosanových kapsulí, což potvrzuje antimikrobiální vlastnosti tohoto 
polysacharidu. Inhibiční vlastnosti částic, které obsahovaly pouze proteasu lze vysvětlit tím, 
že proteolytické enzymy uvolněné z částic patrně narušovaly proteiny povrchových struktur 
bakterie Bacillus subtilis. 
Testování antimikrobiální aktivity na tuhém médiu bude třeba dále optimalizovat. Vhodné 
by bylo zjistit, zda se po enkapsulaci lysozym nachází jen v jádře a je tedy nutný rozpad 
částice, nebo je zachycen i na povrchu částic. V každém případě však realizované 
experimenty potvrdily, že lysozym si i po enkapsulaci společně s některými proteasami  
nedegraduje, v prostředí organické částice si zachovává svou aktivitu a může být tedy součástí 
vícesložkového preparátu určeného ke komplexnímu hojení ran. 
 
5.3 Charakterizace liposomových částic 
5.3.1 Stanovení velikosti pomocí DLS 
Velikost připravených liposomových částic byla stanovena s využitím dynamického 
rozptylu světla pomocí přístroje ZetaSizer Nano. Každý vzorek byl proměřen dvakrát 
a ze zjištěných hodnot byl vypočten průměr. 
 
Tab. 13: Stanovení velikosti připravených liposomových částic pomocí dynamického 
rozptylu světla 
liposomové částice velikost [nm] 
prázdné 111,8 
bromelain 113,8 
papain 178,4 
kolagenasa 125,7 
bromelain a lysozym 125,0 
papain a lysozym 131,4 
koleganasa a lysozym 135,1 
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Graf 29: Stanovení velikosti částic 
 
 
Velikost připravených liposomových částic se pohybovala v intervalu od 110 nm 
do 180 nm. Protože velikost prázdných liposomů a částic obsahující enzymy se výrazněji 
neliší, lze usuzovat, že přídavek aktivní látky nemá vliv na velikost budoucí částice.   
 
5.3.2 Stanovení stability pomocí zeta potenicálu 
U připravených liposomových částic byla zjišťována stabilita pomocí stanovení zeta 
potenciálu na přístroji ZetaSizer Nano. Každý vzorek byl proměřen dvakrát a ze zjištěných 
hodnot byl vypočten průměr.  
 
Tab. 14: Stanovení stability připravených liposomových částic pomocí zeta 
potenciálu 
liposomové částice zeta potenciál [mV] 
prázdné -45,7 
bromelain -36,4 
papain -44,3 
kolagenasa -55,8 
bromelain a lysozym -52,4 
papain a lysozym -38,4 
koleganasa a lysozym -67,9 
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Graf 30: Stanovení zeta potenciálu 
 
 
Dle definice jsou částice s větším potenciálem než +30 mV nebo s nižším potenciálem 
než -30 mV za normálních podmínek stabilní. Z uvedených výsledků vyplývá, že všechny 
liposomové částice připravené ultrazvukovou homogenizací vykazují dostatečnou koloidní 
stabilitu. Stabilita prázdných částic se výrazněji neliší od částic obsahujících enzymy. 
Přídavek enzymu tedy pravděpodobně nemá vliv na stabilitu liposomové částice.   
 
5.4 Příprava a sledování proteolytických vlastností filmů obsahujících 
kolagenasu 
Alginátový, chitosanový a PHB film obsahující kolagenasu byl připraven postupem 
uvedeným v kapitole 4.9.1 Proteolytické vlastnosti kolagenasy byly studovány na substrátu 
kolagenu (kap. 4.9.2). 
 
5.4.1 Alginátový film 
Obr. 15: Příprava a sledování alginátového filmu  
  
(1) (2) 
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(3) (4) 
 
(1) samotný film 
(2) film se substrátem 
(3) film se substrátem po zalití 
agarem 
(4) a (5) film se substrátem po zalití 
agarem po 7 dnech na různých 
pozadích 
 
(5)  
 
Alginát je z testovaných polymerů pravdepodobně nejvhodnější volbou pro přípravu 
tenkého filmu s kolagenasou. První fotografie dokumentuje, že se kolagenasa zabudovala do 
struktury alginátu a došlo k vytvoření kompaktního filmu. Na dalších fotografiích lze 
pozorovat narůžovělé zbarvení celého alginátového filmu a na černém pozadí je viditelný 
rozložený kolagen (čiré skvrny). Pomocí Hartree-Lowryho metody stanovení bílkovin byla 
v těchto zónách potvrzena přítomnost bílkoviny.  
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5.4.2 Chitosanový film 
Obr. 16: Příprava a sledování chitosanového filmu  
  
(1) (2) 
  
(3) (4) 
 
(1) samotný film 
(2) film se substrátem 
(3) film se substrátem po zalití 
agarem 
(4) a (5) film se substrátem po zalití 
agarem po 7 dnech na různých 
pozadích 
 
(5)  
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Polysacharid chitosan je možnou variantou pro přípravu tenkých filmů s kolagenasou. Na 
první fotografii lze vidět, že enzym se zabudoval do struktury chitosanu a došlo k vytvoření 
celistvého filmu. Po sedmi dnech inkubace bylo na celém chitosanovém filmu patrné 
narůžovělé zbarvení způsobené pravděpodobně rozkladem kolagenu. 
 
5.4.3 PHB film 
Obr. 17: Příprava a sledování PHB filmu 
  
(1) (2) 
  
(3) (4) 
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(1) samotný film 
(2) film se substrátem 
(3) film se substrátem po zalití 
agarem 
(4) a (5) film se substrátem po zalití 
agarem po 7 dnech na různých 
pozadích 
 
(5)  
 
Poly-3-hydroxybutyrát je nevhodný pro tvorbu tenkého filmu obsahujícího kolagenasu. 
Při sušení se nevytvořil kompaktní PHB film, došlo k polámání struktury polymeru. 
Kolagenasa patrně nebyla zabudována do struktury poly-3-hydroxybutyrátu, na první 
fotografii lze pozorovat hnědé zóny u okrajů filmu, které jsou tvořeny enzymem. Na čtvrtém 
snímku je na okrajích filmu patrné stejné narůžovělé zbarvení jako u ostatních filmů. I u PHB 
filmu tedy pravděpodobně došlo k narušení struktury kolagenu.  
 
U všech připravených filmů je po sedmi dnech inkubace patrné slabé narůžovělé zbarvení, 
ve všech případech tedy pravděpodobně došlo k rozkladu kolagenu (Obr. 15–17). 
Nejvhodnějším polymerem pro přípravu filmu s kolagenasou je alginát. U alginátu došlo 
ke vzniku souvislého narůžovělého zbarvení celého filmu. Na povrchu byly pozorovány čiré 
zóny s rozloženým kolagenem, Hartree-Lowryho metodou byla prokázána přítomnost 
bílkovin. 
Naopak nejméně vhodným nosičem pro kolagenasu je podle získaných orientačních 
výsledků poly-3-hydroxybutyrát. Z fotografie zobrazující samotný PHB film lze usuzovat, 
že enzym se neinkorporoval do struktury filmu, navíc způsobil jeho polámání. Největší 
koncentrace kolagenasy se pravděpodobně nachází na okrajích. Narůžovělé zbarvení bylo 
rovněž soustředěno po okrajích PHB filmu.  
Přípravu filmů obsahujících kolagenasu bude třeba dále optimalizovat. Vhodné by bylo 
i využití síťovacích činidel, jako je glutaraldehyd.  
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6 ZÁVĚRY  
Předložená diplomová práce je zaměřena na přípravu a testování vhodné formy 
enkapsulovaných enzymů s potenciálním využitím v kosmetice a farmacii, a to zejména 
pro hojení ran a regeneraci tkání. 
Teoretická část je zaměřena na přehled aplikací enzymů v kosmetice a farmacii a dále 
na přehled transportních systémů používaných v topických přípravcích. Pro enkapsulaci byly 
v experimentální části práce vybrány enzymy bromelain, papain a kolagenasa. Tyto enzymy 
jsou schopné odstraňovat poškozené a odumřelé proteiny, případně destabilizovat kolagenová 
vlákna v nekrotických tkáních, čímž napomáhají procesu hojení a obnovování pokožky. 
Enzymy byly enkapsulovány do alginátových a chitosanových částic připravených pomocí 
enkapsulátoru a do liposomových částic.  
Při přípravě konkrétních typů částic byla stanovována účinnost enkapsulace. Vyrobené 
částice byly následně uchovávány v různých prostředích a byla sledována jejich stabilita. 
Účinnost enkapsulace i stabilita částic byla kvantifikována spektrofotometrickým měřením 
koncentrace bílkovin. Dále byla sledována aktivita enkapsulovaných enzymů pomocí 
stanovení proteolytické aktivity, případně antimikrobiální aktivity. U připravených 
liposomových částic byla zjišťována velikost a stabilita s využitím přístroje ZetaSizer Nano. 
Součástí práce byla i příprava tenkých polymerních filmů obsahujících kolagenasu. 
 Enkapsulační účinnost byla obecně nejvyšší u alginátových částic připravených 
pomocí enkapsulátoru, nejnižší u liposomů. Mezi enzymy vykazoval nejvyšší 
enkapsulační účinnosti u všech typů částic papain. 
 Stabilita částic byla sledována ve třech typech prostředí – ve vodě, v gelu 
a v emulzi. Voda byla zvolena jako modelové prostředí, gel a emulze jakožto častá 
kosmetická vehikula představovaly simulované reálné prostředí. Nejvyšší stabilita 
alginátových částic byla zjištěna ve vodě, nejnižší pak v emulzi. Chitosanové 
i liposomové částice byly nejstabilnější v gelu, nejméně stabilní v emulzi. Emulze 
byla vyhodnocena jako nevhodné prostředí pro úchovu těchto typů částic 
v potenciálních kosmetických a farmaceutických výrobcích. Stabilita připravených 
částic v emulzi byla velmi nízká, k uvolnění celého množství aktivní látky 
docházelo již po prvním týdnu úchovy. Na druhou stranu tyto výsledky potvrzují, 
že při styku alginátových a chitosanových částic s pokožkou, jež má hydrofobní 
charakter, dojde k žádoucímu uvolnění obsažené aktivní složky. Nejdéle vydržel 
v částicích uchován papain, jeho uvolňování bylo ve srovnání s dalšími 
studovanými enzymy výrazně pomalejší. 
 U uvolněných enzymů byla sledována jejich proteolytická aktivita. Jako 
nejvhodnější prostředí pro zachování proteolytické aktivity enzymů se prokázal 
hydrogel. Enzymy uvolněné z různých typů částic do hydrogelu vykazovaly 
proteolytickou aktivitu i po 28 dnech inkubace. Naopak enzymy uvolněné do vody 
ztrácely svou aktivitu již po 14 dnech. V gelu je voda vázána v síti koloidních 
částic, navíc gelová struktura může stabilizovat trojrozměrnou strukturu proteinů 
pomocí přechodných nekovalentních vazeb, čímž se prodlouží doba uchování 
aktivity. Ve vodném roztoku jsou enzymy obecně méně stabilní a jejich aktivita 
(zejména v případě zředěných roztoků) klesá exponenciálně k nule v průběhu 
cca 1 týdne.   
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 Nejméně vhodným prostředím pro zachování proteolytické aktivity je emulze. 
Enzymy zde ztrácely svou aktivitu již po 7 dnech inkubace. Je velmi 
pravděpodobné, že v prostředí emulze dochází k parciální denaturaci proteinů 
vlivem odlišného povrchového napětí. Nejvyšší podíl zachované aktivity byl 
po enkapsulaci zaznamenán u kolagenasy. 
 U všech typů částic byla připravena i série obsahující kromě příslušné proteasy 
navíc antimikrobiální glykosidasu lysozym, aby byl získán preparát s komplexní 
aktivitou. Přestože je tato kombinace enzymů neobvyklá a mohlo by dojít 
k destabilizaci lysozymu vlivem proteas, enkapsulace může proces degradace 
významně omezit. U takto připravených částic byla rovněž studována enkapsulační 
účinnost a stabilita v různých typech prostředí. Nejvyšší enkapsulační účinnost byla 
dosažena u chitosanových částic, nejnižší u liposomů. S nejvyšší účinností byla 
vždy enkapsulována směs lysozymu a papainu. 
 Alginátové i chitosanové částice obsahující směs proteasy a lysozymu byly 
nejstabilnější ve vodě, nejméně stabilní v emulzi. Stabilita liposomových částic 
byla srovnatelná ve vodě i v hydrogelu. V emulzích byly liposomy stabilní po dobu 
dvou týdnů, pak došlo k výraznému poklesu stability. Obsah lysozymu v částicích 
neměl významný vliv na jejich stabilitu. 
 U částic, které obsahovaly kromě proteasy i lysozym, byla ověřována 
antimikrobiální účinnost směsného preparátu po 28 dnech uchovávání. Pomocí 
jamkové metody na tuhém médiu byl potvrzen vysoký antimikrobiální účinek 
u preparátů s lysozymem, přičemž tento efekt zůstal zachován i po dlouhodobém 
uchovávání. K degradaci lysozymu v enkapsulovaném směsném enzymovém 
preparátu tedy nedošlo. Jistou antimikrobiální aktivitu prokázaly i prázdné 
chitosanové částice a částice s enkapsulovanými proteasami, pravděpodobně 
vlivem destrukce povrchových proteinů bakteriálních buněk. 
 U připravených liposomových částic byla stanovována jejich velikost s využitím 
měření tzv. dynamického rozptylu světla. Průměr liposomových částic se 
pohyboval od 110 nm do 180 nm. Byla také zjišťována stabilita připravených 
liposomů pomocí měření zeta potenciálu. Hodnota zeta potenciálu se u všech částic 
nacházela mimo interval od -30 mV do +30 mV, lze je tedy považovat za stabilní. 
 Připravené částice byly vizualizovány v optickém mikroskopu při zvětšení 
10x (alginátové a chitosanové) a 40x (liposomové). Ze snímků je patrné, 
že v případě alginátových i chitosanových částic jde o mikročástice o velikosti 
cca 600 μm. Tyto částice bylo proto možné sledovat v modelovém prostředí 
i volným okem. V hydrogelu jakožto prokazatelně vhodném prostředí 
pro dlouhodobé uchovávání částic i enzymové aktivity bylo ověřeno, že dochází 
k postupné sedimentaci vrstvou hydrogelu, a to jak ve zkumavce, tak i v tenčí 
vrstvě v Petriho misce. Lze tedy předpokládat, že částice budou mít tendenci gelem 
procházet a přicházet postupně do kontaktu s pokožkou. Gel je tedy vhodným 
materiálem pro návrh preparátu vhodného jak pro cílenou léčbu, tak i pro řízené 
uvolňování enkapsulovaných enzymů při hojení ran.     
 Součástí práce byla i příprava tenkých polymerních filmů obsahujících kolagenasu. 
Pro tvorbu těchto filmů byl vybrán alginát, chitosan a poly-3-hydroxybutyrát. 
U připravených filmů byla sledována jejich hydrolytická aktivita vůči kolagenu. 
Pozitivní výsledky byly zaznamenány u alginátového filmu, u kterého došlo 
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k největším změnám na substrátu. Naopak zcela nevhodným se pro tento účel jeví 
hydrofobní polymer poly-3-hydroxybutyrát. 
 
V práci byly připraveny různé typy částic, jež obsahovaly bromelain, papain a kolagenasu. 
Všechny tyto enzymy mohou být součástí přípravků, jež slouží k hojení ran a regeneraci 
poškozené tkáně po nejrůznějších typech poranění včetně popálenin, nekróz vznikajících 
u bércových vředů apod. Jako vhodný materiál pro enkapsulaci byl prokázán alginát 
a chitosan, jako vhodná metoda přípravy částic použití enkapsulátoru. Připravené částice 
vykazovaly vysokou enkapsulační účinnost a dobrou stabilitu. Nejlepší volbou pro základ 
potenciálního kosmetického či farmaceutického přípravku je podle zjištěných výsledků 
prostředí hydrogelu. Všechny připravené typy částic byly v hydrogelu stabilní a v tomto 
prostředí rovněž docházelo k nejmenšímu poklesu proteolytické aktivity enzymů. 
Enkapsulace je proces umožňující ochranu aktivní látky před škodlivým působením 
okolního prostředí a zajišťuje její stabilitu i během zpracování a skladování konečného 
výrobku. Vhodnými podmínkami lze rovněž ovlivnit řízené a cílené uvolňování aktivních 
látek z částic. V práci byly naznačeny možnosti využití enkapsulace vybraných enzymů 
pro výrobu účinnějších hojivých prostředků, které by umožnily vyšší efektivitu léčby 
a zkrácení doby rekonvalescence. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
SPF – Sun Protection Factor 
FALGPA  N-(3-[2-furyl]-acryloyl)-L-leucylglycyl-L-prolyl-L-alanine 
CLEA  Cross-Linking Enzyme Aggregates  
CLEC  Cross-Linking Enzyme Crystals 
PHA – polyhydroxyalkanoáty 
PHB – poly-3-hydroxybutyrát 
EPA – kyselina eikosapentaenová 
DHA – kyselina dokosahexaenová 
AOCS  Assymetric Oxygen Carrier System 
MDS – Multi-walled Delivery Systems 
SLN – Solid Lipid Nanoparticles 
DLS – Dynamic Light Scattering 
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9 SEZNAM PŘÍLOH 
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Příloha 3: Vizualizace pohybu částic v hydrogelu 
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10 PŘÍLOHY 
Příloha 1: Vizualizace částic pomocí optického mikroskopu 
Částice byly pozorovány v optickém mikroskopu s využitím programu DinoCapture 
 
Alginátové částice (zvětšení 10x) 
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Chitosanové částice (zvětšení 10x) 
 
 
Liposomové částice (zvětšení 40x) 
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Příloha 2: Vizualizace částic v modelovém prostředí 
 
(a) chitosanové částice ve vodě 
(b) alginátové částice ve vodě 
 
 
(a) 
 
(b)
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Příloha 3: Vizualizace pohybu částic v hydrogelu 
 
Pro ilustraci pohybu částic v hydrogelu byly použity alginátové částice s enkapsulovaným zeleným 
ječmenem připravené v rámci řešení paralelně měřené diplomové práce [53]. Sedimentace částic byla 
sledována po dobu 24 hodin.    
 
(a) ve zkumavce (v čase 0, po 12 hodinách, po 24 hodinách) 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
  
  85 
(b) v Petriho misce (v čase 0, po 24 hodinách) 
 
 
 
 
 
